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Resumen

Actualmente en el sistema mexicano de salud publica, las heridas cutdneas de dificil
regeneracion (en particular, las dlceras de pie diabético) siguen representando un alto gasto,
ya que su incidencia estd asociada al alza en trastornos metabdlicos, los tratamientos son de
larga duracion y las heridas son vulnerables a infecciones oportunistas. Los métodos
clinicamente prevalentes en la actualidad se enfocan prioritariamente en prevenir infecciones
por microorganismos y en establecer barreras sobre la herida. Sin embargo, en quemaduras
y heridas de curso crénico, es importante promover los procesos regenerativos naturales y/o
disminuir los procesos que inhiben la regeneracion. Por esto, todavia se requieren
dispositivos y agentes terapéuticos novedosos de bajo costo y alta eficacia y escalabilidad
para estimular de manera activa la regeneracion de la piel no s6lo a nivel de prevencion de
infecciones, sino también en los niveles estructural, vascular e inmunolégico. Recientemente
en modelos animales de heridas cutdneas, se ha mostrado que los extractos de leche bovina
estimulan la regeneracion con resultados comparables a la fenitoina, un firmaco que puede
usarse como referencia. En particular, la lactoferrina —una proteina presente en el suero
lacteo— no soélo tiene dominios de unién de alta afinidad a iones hierro, lo cual le otorga
propiedades antimicrobianas, sino que es un agente capaz de reducir la diferenciacion de
células dendriticas, mitigando los estados de inflamacién crénica. Ante esta problematica, se
reporta en este trabajo el disefo, fabricaciéon y caracterizacién de un sistema polimérico
microestructurado para la liberacién de lactoferrina bovina con el objetivo de contribuir al
desarrollo de nuevas propuestas terapéuticas para heridas cutdneas de dificil regeneracion.

En este trabajo, se diseiid y evalud la viabilidad de un apdsito a base de mallas
fibrilares hidrosolubles y particulas poliméricas cargadas con lactoferrina bovina, como
sistemas de liberacion controlada. Para esto, mediante electrohilado, se fabricaron mallas
fibrilares de mezclas de poli(6xido de etileno) con dextrina ciclica altamente ramificada; y
se caracterizaron sus propiedades quimicas, morfoldgicas y mecanicas. Ademas, se evaluo el
electrorrociado en comparaciéon con la microemulsiéon como técnica de produccién de
microparticulas a base de polimeros biocompatibles, en particular, de poli(e-caprolactona-
co-etilenglicol) —un copolimero en bloque sintetizado por catdlisis enzimética. Una vez
validadas las técnicas de electrohilado y electrorrociado, se prepararon microparticulas de
acido poli(lactico-co-glic6lico) mediante electrorrociado de disoluciones no emulsificadas y
se analizo la cinética de liberacion in vitro de lactoferrina bovina. Por dltimo, tomando estos
resultados en conjunto, se incluye una propuesta para la fabricaciéon de mallas fibrilares
electrohiladas de poli(6xido de etileno) cargadas con microparticulas electrorrociadas de
acido poli(lactico-co-glicdlico) y lactoferrina bovina, esto para su desarrollo como apdsitos
con potencial aplicacion en la regeneracion acelerada de heridas cutdneas.



Abstract

In Mexico’s current public health system, hard-to-heal skin wounds, especially
diabetic foot ulcers, involve high costs since their incidence is associated with ongoing
increases in metabolic disorder cases, their treatments are long-lasting, and the wounds are
susceptible to opportunistic infections. Currently, prevalent clinical approaches focus on
preventing microbial infections and creating mechanical barriers over the wound. However,
in chronic wounds and burns, it is essential to promote the natural regenerative mechanisms
and mitigate any process that inhibits regeneration. For this reason, there is still a widespread
need for novel low-cost therapeutic agents and devices with high efficiency and scalability
to actively stimulate skin wound healing, not only by preventing infections, but also by
addressing problems at the structural, vascular, and immune levels. Recent studies in skin-
wound animal models have shown that bovine milk extracts can stimulate healing with
comparable results to those of phenytoin, a drug that can be used as a reference. In particular,
lactoferrin —a bovine milk whey protein— has domains with affinity to iron ions, which
provide antimicrobial properties and can reduce dendritic cell differentiation, thus mitigating
chronic inflammation. In the face of this problem, this work presents the design, fabrication,
and characterization of a microstructured polymer system for the release of bovine
lactoferrin, intending to contribute to the development of novel therapeutic alternatives for
skin wound healing.

This work presents the design and practical viability evaluation of a wound dressing
based on water-soluble fiber meshes and bovine lactoferrin-loaded polymer particles as
controlled release systems. To this end, electrospinning was selected to fabricate microfiber
meshes from poly(ethylene oxide)/highly branched cyclic dextrin blends, and their chemical,
morphological, and mechanical properties were characterized. Additionally, electrospraying
was evaluated and compared to microemulsion as a method for the production of
biocompatible polymer-based microparticles, in particular, poly(e-caprolactone-co-ethylene
glycol) —a block copolymer synthesized by enzymatic catalysis. Once the electrospinning
and electrospraying techniques were validated, emulsionless electrospraying was used to
prepare poly(lactide-co-glycolide) microparticles, which were then evaluated to determine
their release kinetics in vitro of bovine lactoferrin. Lastly, these results are taken altogether
to justify a proposal for the fabrication of electrospun poly(ethylene oxide) fiber meshes
loaded with poly(lactide-co-glycolide)/bovine lactoferrin microparticles, with the goal of
developing them into wound dressings with potential application in accelerated skin wound
healing.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 La diabetes mellitus tipo 2 y las tlceras de pie diabético: un problema de salud
publica

La diabetes mellitus tipo 2 (DM?2) es una enfermedad metabdlica que afecta a todas
las edades, todos los paises y todas las economias del mundo y que estd considerada como
una de las mayores emergencias de salud del siglo XXI a nivel mundial. Los principales
factores de riesgo a desarrollarla son el sobrepeso y la obesidad. A nivel mundial 422
millones de adultos tenian diabetes en 2014, frente a los 108 millones de 1980. Desde ese
afo, la diabetes tiene una prevalencia mundial de entre 4.7% y 8.5% en la poblacién adulta
(World Health Organization, 2016). Entre las complicaciones de la diabetes de mayor
incidencia a largo plazo se encuentran la disminucién de la visiébn o ceguera, las
enfermedades renales, la disfuncién cardiovascular y las amputaciones de extremidades
inferiores. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la tasa de amputacién en
la poblacion con diabetes diagnosticada es de entre 10 y 20 veces mds que la poblacion no
diabética, siendo la tasa de amputacion en diabéticos de entre 1.5 y 3.5 eventos por cada 1000
individuos entre 2005 y 2015 (World Health Organization, 2016, pp. 30-31).

Las causas de mortalidad en México y el mundo han cambiado recientemente debido
a la pandemia derivada del coronavirus SARS-CoV-2. Sin embargo, previo a este
acontecimiento global, la DM2 ha estado catalogada como la segunda causa de mortalidad
en México con el 15.2% de muertes en 2017, inicamente por debajo de las enfermedades
cardiovasculares con un 20.1% (Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de
Salud, 2020, p. 11). En 2018 la prevalencia de diabetes en adultos de 20 afios y mds fue del
10.3%, 1o que corresponde a mds de 8.5 millones de individuos, siendo los estados con mayor
proporcién de casos Campeche, Tamaulipas, Hidalgo, Ciudad de México y Nuevo Ledn
(Instituto Nacional de Estadistica y Geografia et al., 2018, pp. 18-19). Ademads, segtn la
Secretaria de Salud, las tres principales causas de ingreso hospitalario en 2019 de pacientes
con diagndstico previo de DM2 fueron la necrobiosis, los procesos infecciosos y causas
quirdrgicas, las cuales en conjunto sumaron un 28.3% del total de los ingresos hospitalarios
de pacientes de DM2 (Direccién General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud, 2020,
p. 22). Estas causas de hospitalizacién se relacionan con complicaciones por infecciones
microbianas y procesos de necrosis de tejidos, los cuales se derivan de heridas cutdneas
crénicas.

En un contexto mundial, México es el pais miembro de la Organizacion para la
Cooperacioén y el Desarrollo Econémicos (OCDE) con mayor prevalencia de diabetes tipo 1
y 2 en adultos (13.1% en 2017), seguido de Turquia (12.1%) y Estados Unidos (10.8%)
(OECD, 2019, p. 79). Ademas, dentro de la OCDE, México presentd la mayor incidencia de
amputaciones mayores de extremidades inferiores, definiendo una amputacién mayor como
aquella realizada por arriba del tobillo y una menor, aquella por debajo del tobillo (Figura
1.1a) (OECD, 2009, p. 119). Son escasas las estadisticas publicadas en afos recientes sobre
el impacto de la incidencia de la DM2 en el nimero de amputaciones de extremidades
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inferiores en la poblacién mexicana; sin embargo, los datos recabados y publicados en la
década pasada ayudan a vislumbrar la importancia de la prevencién y el tratamiento de la
DM2. En 2010, la prevalencia de diabetes en México se estimé en un 5% mayor que en
Estados Unidos (OECD, 2009, p. 39); no obstante, el indice de amputaciones mayores en
Meéxico (2004) fue mayor en un 97% al de Estados Unidos (2007) como se muestra en la
Figura 1.1a (OECD, 2009, p. 119). Por tanto, es importante aportar en este sector a la
prevencion de las complicaciones de la DM2, en particular, las dlceras de pie diabético, con
el objetivo de mejorar la calidad de vida de individuos con diabetes.

% b) 400- Menores
mm Mayores

300+ 269.7 273.6

168.8 162.5

200-

100

= 2007

T T T 1 0-
0 20 40 60 80 100 2004 2013

indice de amputaciones mayores de extremidades indice de amputaciones de extremidades inferiores
inferiores por cada 100,000 habitantes por cada 100,000 habitantes con diabetes

Figura 1.1 a) Indices anuales de amputaciones mayores en México en comparacién con otros
paises miembros de la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos
(OCDE) en 2006. b) Indices anuales de amputaciones en México en 2004 y 2013 segiin el
grado de amputacién. Datos obtenidos de (Cisneros-Gonzdlez et al., 2016; OECD, 2009, p.
119).

Por otra parte, el Instituto Mexicano del Seguro Social ha reportado que el indice de
amputaciones de extremidades inferiores derivadas de la DM2 tuvo una tendencia de
aumento del 2004 al 2013, periodo durante el cual hubo un aumento del 37.4% al 40.6% en
la proporcién de amputaciones mayores (Figura 1.1b) (Cisneros-Gonzélez et al., 2016).
Considerando que la mediana de la edad de pacientes diabéticos ingresados a hospitales en
2019 fue de 58 aifios (Direccién General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud, 2020,
p. 14) y que la esperanza de vida promedio en México en 2017 fue de poco mas de 75 afios
(OECD, 2019, p. 67), se puede estimar que los mexicanos con diagndstico de diabetes viven
alrededor de 17 afios en promedio con la enfermedad. Ademas, se ha reportado que, del total
de casos de hospitalizacién en 2019 de pacientes diagnosticados con diabetes, un 63.6%
menciond tener solamente estudios de primaria completa o incompleta o ninguna escolaridad
(Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud, 2020, p. 15), sugiriendo que
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las complicaciones de la diabetes que requieren hospitalizacion afectan de manera acentuada
a los sectores mds vulnerables de la poblaciéon mexicana.

En conjunto, estas observaciones apuntan a que la diabetes es una afeccién de alto
impacto en la calidad de vida, causando incluso discapacidad o la muerte. Ademads de
favorecer la aparicién de sobrepeso y obesidad, la diabetes tiene el riesgo importante de
presentar complicaciones a largo plazo derivadas del sindrome metabdlico, dentro de las que
se encuentran la pérdida parcial o total de la visién, la neuropatia, la nefropatia, las
disfunciones circulatorias y las complicaciones de la piel, aunque en general los niveles
elevados de glucosa y mantenidos por largos periodos de tiempo pueden generar
complicaciones en cualquier parte del cuerpo, 6rgano o sistema. Ademds, de manera
simultdnea pueden desarrollarse dos 0 mas complicaciones, afectando a diferentes sistemas
y teniendo repercusiones en un tercero, como es el caso del pie diabético.

Se le conoce como hiperglucemia a la condicién en la que un individuo presenta
niveles de glucosa en sangre muy altos. El mantenimiento de la hiperglucemia durante
periodos largos (diabetes descontrolada) tiene como consecuencia, entre otras, el dafio a los
nervios y los vasos sanguineos, ocasionando que algunas personas afectadas pierdan
sensibilidad especificamente en los pies. Por esto los pacientes no perciben cuando un area
especifica de esta region ha sufrido alguna lesién, por minima que sea e incluso generada en
ciertos casos por la propia resequedad de la piel que ha perdido su humectacién propia a
consecuencia de la hiperglucemia. Dado que el sistema circulatorio también se encuentra
dafado, el sitio afectado cominmente entra en estado de hipoxia por la falta de irrigacién
sanguinea, dificultando el proceso de reparacion. En particular en pacientes diabéticos, los
altos niveles de glucosa inhiben la formacién de nuevos vasos sanguineos, lo que
inicialmente provoca un suministro pobre e inadecuado de sangre conocido como isquemia
y eventualmente puede causar necrosis del tejido dafiado.

A nivel nacional, se estima que en 2015 el gasto total en México dedicado al
tratamiento y prevencion de la diabetes fue de mds de 5 mil millones de ddlares
internacionales y para 2040 se proyecta que el gasto en México ascenderd a 30 mil millones
de dolares internacionales (International Diabetes Federation, 2015, p. 59), lo que representa
una enorme carga financiera para el sistema de salud nacional. Ademds, al ser un
procedimiento altamente invasivo y riesgoso para el paciente, la amputacion parcial o total
de extremidades inferiores derivada del pie diabético ejerce una carga financiera
particularmente alta en el sector hospitalario publico. Se estima que el costo directo de
amputacion asociada al pie diabético, incluyendo los procedimientos quirdrgicos y los
tratamientos pre- y post-operatorios como el desbridamiento de tejido necrético, los
tratamientos de antibioticos y el cuidado de heridas, asciende a un monto equivalente entre
los 30,000 y 60,000 ddlares estadounidenses (Cisneros-Gonzélez et al., 2016).

1.2 Tratamientos clinicos actuales para heridas cutaneas
Actualmente en el mercado se encuentran productos disponibles para el tratamiento

de lesiones cutdneas, entre los que se encuentran los apdsitos secos, activos y himedos;
espumas de poliuretano; geles y parches con agentes antimicrobianos como polihexida,
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povidona iodada y sulfadiazina de plata (Tabla 1.1); antisépticos en diversas presentaciones
(parches, aerosoles, ungiientos); pomadas enzimaticas y nanoparticulas de diéxido de silicio
y diéxido de titanio. Algunos procedimientos quirdrgicos o fisicos directos son el
desbridamiento continuo de la herida, el l4ser terapéutico, la cirugia vascular para
revascularizacion, incisiones para descompresion y la amputacion del miembro afectado.

Algunos procedimientos indirectos o preventivos son la irradiacién con luz
ultravioleta (UV), la modificacion del calzado, plantillas plantares, moldes de fibra de vidrio
o yeso, la rehabilitacion neurovascular, el oxigeno hiperbdrico, la diatermia y la
electroterapia. También existen los tratamientos que actian de manera sistémica o indirecta
sobre la lesién, como los antibidticos sistémicos. También existen los injertos de piel, los
cuales normalmente deben obtenerse de una zona de la piel del donador donde el tipo y grosor
de la piel sean similares a los de la regién receptora. No obstante, los injertos de piel son
susceptibles a rechazo por el sistema inmune, sobre todo si provienen de otras especies como
el cerdo (xenoinjerto) o incluso de otros donadores humanos (aloinjerto). El éxito del injerto
ademds depende de la profundidad y el estado de la herida.

Las soluciones disponibles en el mercado actual estdn dirigidas principalmente al
control o prevencién de infecciones y mantenimiento de la humedad propia del sitio
lesionado mediante la formacidén de una barrera mecanica o la absorcion exudados (Tabla
1.1), sin intervenir en la respuesta o el proceso regenerativo del tejido. Algunos de estos
apésitos solo son funcionales en etapas especificas del proceso de regeneracion del tejido,
por ejemplo, durante el proceso de epitelizacion de la piel que tiene una duracién aproximada
de entre 1 a 3 semanas, dependiendo de la extension y el sitio anatémico de la lesién. Ademads,
de mantenerse aplicados por tiempos prolongados sobre una herida con ambiente himedo,
estos apoésitos pueden favorecer la proliferacion de microorganismos que resulten en
infecciones.

Aunque las infecciones en heridas cutdneas son alarmantes en pacientes diabéticos,
el proceso de inflamacion caracteristico de la diabetes se mantiene latente y constante durante
tiempos prolongados, lo cual impide la regeneracién del tejido y mantiene la lesion abierta y
susceptible a la colonizacién de microorganismos patégenos. Dado que el problema de la
inflamaciéon y de la baja revascularizacion es el obstdculo principal que impide la
regeneracion cutdnea, es importante que las soluciones aborden también este tema, més alla
de simplemente enfocarse en la prevencion y tratamiento de infecciones microbianas. La
infeccion puede ser mitigada, pero si la herida no se regenera, seguird siendo susceptible a
infecciones futuras.

Por otro lado, los ap6sitos bioldgicos o sustitutos sintéticos de piel, que son aquellos
que puede proporcionar contenido celular a la zona afectada, también han sido en algunos
casos considerados como un recurso de tratamiento. Sin embargo, el uso de sistemas
bioldgicos que contienen células vivas implica un alto costo de manufactura de dichos
productos. El mantenimiento de cultivos celulares para la elaboracién de estos constructos es
prometedor para su uso en ingenieria de tejidos y drganos de reemplazo, pero no es
completamente adecuado para inducir regeneracion de la piel. Las células por implantar con
el apdsito deben pertenecer al sujeto receptor para evitar rechazo por el sistema inmunitario,
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por lo que generalmente se recolectan células de la piel del paciente y se les somete a un
cultivo donde puedan proliferar, hasta alcanzar un nimero suficiente que promueva la
regeneracion una vez que se aplique el sustituto de piel sobre la lesion. Por tanto, este tipo de
dispositivos médicos es de los mds caros en el mercado. Actualmente se busca desarrollar
tecnologias que permitan mejorar las condiciones de salud de los enfermos, pero que ademas

de todo su manufactura, colocacién y cuidado sean de bajo costo.

Tabla 1.1 Tipos de ap6sitos disponibles en el mercado para el manejo de heridas cutdneas.

Apéosito (Ejemplo)

Material y caracteristicas

Interaccion con la humedad

Hidrocoloides
(Aquacel®,
ConvaTec;
REPLICARE®,
Smith & Nephew)

Apésitos en pelicula
(OPSITE®, Smith
& Nephew)

Apésito de espuma
(Tegaderm®, 3M)

Apésito con plata
impregnada
(ACTICOAT®,
Smith & Nephew)

Apésito de
povidona iodada
(INADINE®,
Acelity-KCI)

Apésitos de
alginatos
(Kaltostat®,
ConvaTec)

Apésito con
polihexanida
(Suprabsorb®,
Lohmann &
Rauscher)

Hidrogeles
(OPSITE®, Smith
& Nephew)

Apésitos con una matriz hidrocoloide
(dispersidn de carboximetilcelulosa, pectina
y/o gelatina) soportada por una ldmina de
espuma permeable al vapor. Adherente sin
disolverse. Absorbente. Semioclusivo.

Pelicula semirigida y semioclusiva con uso
preventivo y de aplicacion en heridas en fase
de epitelizacion. No absorbente.

Espuma maleable de poliuretano. No
adherente; requiere adhesivo que puede
causar dermatitis. No se disuelve y se
mantiene hasta su remocién. Funciona como
barrera mecanica; semioclusivo.

Usado para heridas infectadas gracias a la
actividad antimicrobiana de iones plata.
Antiséptico; costo alto.

Tela viscosa con una base de polietilenglicol
himedo cargado con ungiiento
antimicrobiano de polivinilpirrolidona
(povidona) y yodo elemental. No adherente.

Alginato de calcio u otros que forma gel en
contacto con la herida. Adherente; puede
removerse facilmente. Util en cavidades al
hincharse.

Apésito himedo flexible de celulosa cargada
con biguanuro de polihexametileno
(polihexanida) como agente antimicrobiano.

Lamina maleable o perlas de polimeros
entrecruzados altamente hidrofilicos
(carboximetilcelulosa, dextran) hinchados
con agua. No se disuelve; adherente. Forma
una barrera mecanica.

Conserva el ambiente himedo por
varios dias; ayuda a la autolisis; no
recomendable para heridas
infectadas.

Permeable al vapor de agua y
oxigeno; impermeable a
microorganismos. No recomendable
para heridas infectadas.

Su capacidad absorcién depende del
grosor; mantiene la humedad. Aisla
mecdnica y térmicamente. Puede
mantenerse hasta 7 dias.

Absorbente; reduce exudados y
malos olores.

Absorbe exudados moderados.
Después de algunos dias, tiende a
secarse.

Muy absorbente; bacteriostatico y
hemostético. Puede requerir
humedecerlo previo a la aplicacién.

Aporta la humedad y absorbe
exudados moderados.

Mantiene la humedad de la herida,
rehidratando la herida o absorbiendo
exudado. Ayuda a la autolisis. No
recomendable en heridas infectadas.

Fuentes: (Frykberg & Banks, 2016; Yazdanpanah, 2015).
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1.3 Justificacion

Por todas las razones anteriores, aliin son necesarias nuevas formas de tratamiento que
busquen mitigar las complicaciones derivadas de la DM2, en especial aquellas que impiden
la correcta regeneracion de lesiones cutdneas y que tienen un alto impacto en la calidad de
vida de los pacientes diabéticos y en el gasto de los sistemas de salud. En pacientes diabéticos
las lesiones cutdneas, que en su mayoria son de curso cronico, presentan a menudo
complicaciones adicionales como infecciones microbianas, las cuales pueden progresar hasta
el desarrollo de gangrena, cuyo tratamiento de eleccion es la amputacion del miembro
afectado. Particularmente en México, la proporcion de amputaciones en la poblaciéon con
diabetes es muy considerable, en particular dentro de los sectores vulnerables, dindole un
sentido de urgencia al desarrollo de mejores tratamientos y acciones preventivas para las
causas de la amputacion de extremidades inferiores derivadas de la diabetes.

Ante esta problemadtica, se expone en este trabajo una propuesta de disefio y
fabricacién de apdsitos a base de polimeros biocompatibles y microestructurados cargados
con lactoferrina bovina, una proteina de origen licteo con actividad antimicrobiana y
antiinflamatoria que es capaz de modular el estado de inflamacién sistémica cronica presente
en pacientes diabéticos. La propuesta aqui evaluada incluye la encapsulacion de lactoferrina
en microparticulas electrorrociadas de acido poli(lactico-co-glicélico), un polimero no
hidrosoluble aprobado para usos médicos por la Administraciéon de Medicamentos y
Alimentos (FDA) de los Estados Unidos de América con la capacidad de regular la liberacién
de farmacos mediante su degradacién paulatina. A su vez, estas particulas se cargan en mallas
fibrilares electrohiladas de poli(6xido de etileno), un polimero hidrofilico biocompatible, las
cuales podrian aplicarse como apdsitos temporales sobre heridas cutdneas asociadas al pie
diabético para liberar gradualmente la lactoferrina cargada.

Este estudio es el primero que se reporta sobre la encapsulacion de lactoferrina bovina
mediante electrohilado para su uso potencial en tratamiento de heridas cutdneas, el cual
ademds se beneficia de la rdpida disolucién de las fibras electrohiladas y de la liberacién
prolongada de lactoferrina desde las particulas de 4cido poli(lactico-co-glicdlico). Aunque
aun se requieren estudios adicionales en cultivos celulares de fibroblastos (células de la piel)
y células dendriticas (células del sistema inmune), asi como estudios en modelos murinos de
diabetes, el trabajo aqui expuesto representa un paso importante en el desarrollo de apdsitos
microestructurados con agentes terapéuticos novedosos, con el objetivo de contribuir a los
métodos actuales de tratamiento de ulceras de pie diabético.

1.4 Objetivos
Objetivo general

Preparar mallas electrohiladas hidrosolubles de poli(6xido de etileno), particulas de
poli(dcido lactico-co-glicélico) con lactoferrina bovina encapsulada y peliculas de

quitosano/glicerol/acido lactico cargadas con proteinas de suero lacteo bovino extraidas de
leche comercial por precipitacién con sales; y estudiar sus propiedades fisicoquimicas,
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mecdnicas y térmicas para determinar su viabilidad como agentes de liberacion controlada
de proteinas.

Objetivos particulares

= Elaborar mediante electrohilado mallas fibrilares de poli(6xido de etileno) con dextrina
ciclica altamente ramificada para evaluar su viabilidad como apédsito cutdneo para la
liberacion controlada de agentes bioactivos.

= Evaluar la viabilidad del electrohilado como técnica de produccién de mallas fibrilares
de poli(6xido de etileno) con potencial aplicacion como apdsitos cutdneos.

= Caracterizar las propiedades fisicoquimicas y mecdnicas de las mallas electrohiladas.

= Elaborar mediante electrorrociado y microemulsién microparticulas de copolimero en
bloque poli(e-caprolactona-etilenglicol) sintetizado por catdlisis enzimatica.

= Evaluar la viabilidad del electrorrociado como técnica de produccién de particulas.

= FElaborar mediante electrorrociado microparticulas de 4cido poli(lactico-co-glicélico)
cargadas con lactoferrina bovina como potenciales agentes de liberacion controlada de
proteinas.

= Estudiar la cinética de liberacion in vitro de proteinas en las particulas de acido
poli(lactico-co-glicélico)/lactoferrina.

= Evaluar la viabilidad del electrorrociado para el encapsulamiento y liberacién controlada
de lactoferrina bovina.

= [Establecer una propuesta para el encapsulamiento de la lactoferrina bovina en apdsitos
producidos por electrohilado y electrorrociado para su aplicacién en regeneracién de
heridas cutdneas.

1.5 Hipotesis

La encapsulacién de lactoferrina bovina en polimeros hidrosolubles, en forma de
mallas fibrilares electrohiladas cargadas con particulas de polimeros no hidrosolubles,
permitird la liberacién paulatina de la proteina, lo que contribuird al desarrollo de nuevos
apésitos con propiedades de liberacidon apropiadas para su potencial aplicacién en la
regeneracion acelerada de heridas cutdneas.
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Marco tedrico y estado del arte
2.1 Heridas cutdneas

2.1.1 Anatomia de la piel

La piel y sus estructuras accesorias componen el sistema tegumentario, el cual tiene
la funcién de proveer una barrera entre el cuerpo y el ambiente externo, proteger de
patdgenos, dafio fisico y pérdida de liquidos, asi como contribuir al mantenimiento de la
homeostasis corporal. La piel en particular se compone de multiples capas de células y
tejidos, los cuales estdn sujetos a estructuras interiores mediante el tejido conectivo de la
dermis. La piel tiene tres capas principales: epidermis, dermis e hipodermis (Figura 2.1).

Poro de la glandula sudoripara

— Epidermis

Estrato
comeo

Musculo
erector
del pelo
— Dermis
Foliculo
piloso

Glandula
sebacea

— Hipodermis

; y/
Receptor —— Glandula sudori
pr == LA s
del foliculo piloso : \\> : ecrina
§ ~~ . Corpusculo de Pacini
®_ % '
R Plexo vascular

Tejido adiposo
cutaneo

Fibra nerviosa
sensorial

Figura 2.1 Estructuras principales de la piel. Adaptado de (Betts et al., 2017, p. 181).
En la epidermis se encuentran los queratinocitos y melanocitos; las células

dendriticas, células de Langerhans y otras células inmunes; los axones sensoriales y la
membrana basal epidérmica-dérmica, mientras que en la dermis se encuentran los mastocitos,
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fibroblastos, las células presentadoras de antigeno dérmicas, asi como células inmunes
residentes y circulatorias (Figura 2.2) (Rousselle et al., 2019). La piel estd densamente
poblada por células del sistema inmune debido a su funcién de barrera contra el ingreso de
patégenos; por esto, la correcta funcién de barrera puede comprometerse cuando hay
desregulaciones inmunoldgicas.

— ———————— Células muertas
llenas de

Estrato cérneo queratina

Estrato lucido 4[ =

Estrato granuloso

Gréanulo lamelar

Estrato espinoso Queratinocito

Estrato basal

Célula de
Merkel
Melanocito
] | Neurona
Dermis 1= & (S sensorial

Figura 2.2 Capas de la piel. Adaptado de (Betts et al., 2017, p. 183).

Al ser un tejido conectivo, la dermis contiene los complejos de matriz extracelular
que brindan soporte a las conexiones intercelulares y la migracion celular y regulan las
funciones de los factores de crecimiento y las citocinas, los cuales son sefiales bioquimicas
que dan indicaciones de proliferacion, migracién o muerte a las células. De igual forma, la
dermis y especialmente la hipodermis estin sumamente vascularizadas por una red capilar
subepidérmica, la cual provee oxigeno y nutrientes y retira diéoxido de carbono y desechos
celulares (Cafiedo-Dorantes & Cafiedo-Ayala, 2019).

2.1.2 Procesos en la regeneracion de heridas

Después de un daio fisico que ha causado una herida, se debe recuperar la integridad
de la piel para mantener sus funciones, por lo que una multitud de células inmunes, células
residentes de la piel, la matriz extracelular, asi como factores de crecimiento, citocinas y otras
moléculas reguladoras llevan a cabo el proceso de regeneraciéon de manera coordinada, lo
cual involucra procesos complejos de intercomunicacion (Caiiedo-Dorantes & Caiiedo-
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Ayala, 2019). La regeneracion de heridas cutdneas puede dividirse en cuatro etapas
secuenciales.

I A

Fase exudativa  Fase de resorcion Fase proliferativa  Fase reparativa
(Hemostasis) (Inflamacién) (Angiogénesis (Remodelamiento)
y granulacion)

Figura 2.3 Fases de la regeneracion de heridas cutdneas. Adaptado de (Montavit, 2020).
1) Fase exudativa

La fase exudativa tiene como objetivo lograr la hemostasis, la cual consiste en dar la
primera sefial de alarma y detener el dafio, principalmente la pérdida de sangre en el sitio de
lesion, manteniendo el flujo normal de sangre en el resto. Como resultado, la herida se llena
de sangre coagulada y fibrina. Aunque la hemostasis no forma parte propiamente del proceso
de regeneracion de heridas, puede considerarse una etapa previa. El proceso de hemostasis
inicia en los primeros segundos después de la herida y puede durar hasta una hora, durante
la cual la pérdida de sangre se detiene gracias a la formacién de un tapén por la agregacion
de plaquetas y la subsecuente deposicion de fibrina insoluble a consecuencia de la cascada
de coagulacion (Gale, 2011). Durante la coagulacién, se agregan trombocitos y plaquetas en
la red de fibrina, la cual no sélo reestablece la homeostasis y forma una barrera contra la
invasion de microorganismos, sino también provee una matriz temporal que da el soporte
necesario para la migracion de células durante el proceso de regeneracién (Gonzalez et al.,
2016).

Durante la herida, el dafio en las células cutidneas activa las terminales nerviosas
sensoriales, las cuales generan potenciales de accidon que viajan a la médula espinal causando
dolor. Estos a su vez inician una cadena de sefializacién que promueve la vasodilatacién y el
incremento de flujo sanguineo, permitiendo, entre otros eventos, el reclutamiento de
leucocitos inflamatorios (Cafiedo-Dorantes & Caiiedo-Ayala, 2019).

2) Fase inflamatoria y de resorciéon

La fase inflamatoria tiene como objetivo contener el dafio a una zona localizada y
consolidar el proceso de inflamacién, mediante el cual los fagocitos (células inmunes con la
capacidad de engullir y eliminar desechos y material extrafio mediante la fagocitosis, como
los monocitos, macréfagos y células dendriticas) eliminan células muertas y patégenos, con
el fin de limpiar la herida antes de comenzar la reconstruccién del tejido.
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Durante este periodo, aumenta la permeabilidad vascular de las células debido a la
vasodilatacion, lo que permite que los neutréfilos y monocitos arriben al sitio de la herida.
Los mastocitos y células de Langerhans, entre otras células, son activadas y ayudan a regular
esta fase mediante la secrecion de un conjunto complejo de citocinas, lo cual culmina en la
conversion de monocitos a macréfagos, éstos ultimos considerados los reguladores maestros
de la fase inflamatoria (Figura 2.4). Los macrofagos fagocitan y digieren los restos celulares
y tisulares y los neutr6filos remanentes, asi como secretan factores de crecimiento y citocinas
que promueven la proliferacion tisular y migracién celular (Han & Ceilley, 2017).

Las células inflamatorias contribuyen a la liberacion de enzimas lisosomales y
especies reactivas de oxigeno y facilitan la degradacion de los restos de células (Gonzalez
et al., 2016). La inflamacion en un proceso de regeneracion normal ocurre de manera aguda,
es decir, que comienza rapidamente, se vuelve severa durante un periodo corto y puede durar
algunos dias, después de los cuales comienza a reducirse en el paso a la siguiente fase. Esta
inflamacién aguda se contrapone a la llamada inflamacién crénica, que es menos severa pero
prolongada en el tiempo, pudiendo llegar a durar meses. De haber un proceso inmunolégico
patoldgico, la inflamacién debido a la herida puede tornarse crénica, lo que conlleva una
dificultad para la resolucion de la inflamacion y para el paso a la siguiente fase de la
regeneracion.

Factores inflamatorios y regenerativos

s Neutréfilos Macrofagos Células dendriticas Mastocitos Células T
IL-1 IL-1 FGF-7 IL-1 IL-2

TGF-B IL-6 IL-6 FGF-10 IL-6 IL-4
EGF TNF-a TNF-a IGF-1 TNF-a IL-5
VEGF PDGF IL-17A Triptasa IL-10
IL-10 Quimasa  TNF-a
TGF-B IL-17
VEGF IL-22

Neutréfilos Macrofagos

Numero aproximado de células

Células T

: : : : Mastocitos : :
0 1 2 4 7 14 30 dias

Inflamacion

Proliferaciéon

Remodelamiento

Figura 2.4 Acumulacién de células inmunes en el sitio de la herida durante las distintas fases
de una regeneracion sin alteraciones. Adaptado de (Cafiedo-Dorantes & Caifiedo-Ayala,
2019).
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3) Fase proliferativa

El objetivo de la fase proliferativa es lograr la angiogénesis y la granulacion en el
sitio de la lesion, es decir, la formacién de nuevos vasos sanguineos y nuevas células para
llenar la herida. En este periodo ocurre la proliferacion de fibroblastos, que constituyen gran
parte de la dermis, y su diferenciaciéon en miofibroblastos, asi como la deposicién de nueva
matriz extracelular y la reparacion de nervios periféricos dafiados (Gonzalez et al., 2016). Al
mismo tiempo, el tejido endotelial entra en una etapa de crecimiento rdpido y ocurre la
angiogénesis en el nuevo tejido formado (también llamado tejido de granulacién), creando
una red vascular densa que provee nutrientes y oxigeno en esta region tan activa durante la
regeneracion (Han & Ceilley, 2017).

Ademads, ocurre la reepitelializacion, el proceso en el que la herida se vuelve a cubrir
con tejido epitelial y una nueva epidermis. En el caso de heridas de espesor total (aquellas
que incluyen dafio desde la epidermis hasta la hipodermis), la reepitelializacion ocurre desde
las orillas de la herida hacia el centro, lo cual requiere la migracién de queratinocitos
epidérmicos desde las orillas. Este proceso comienza aproximadamente de 16 a 24 horas
después de la herida y continda hasta que toda la superficie de la lesién se ha cubierto por
tejido epitelial (Rousselle et al., 2019).

4) Fase reparativa o de remodelamiento

Después de aproximadamente 2 o 3 semanas posterior a la herida, inicia la fase de
remodelamiento y maduracidn, en la que se concluye la formacién de células en el borde de
la herida, generando nueva piel y cerrando por completo la herida, es decir, concluyendo el
proceso de cicatrizacién en la superficie de la piel. En este periodo, se restituyen los
componentes normales de la matriz extracelular, como la restitucion del coldgeno tipo I en
lugar del tipo III que se presenta en una herida reciente. El tejido nuevo en la zona de la
herida madura y recupera su estructura y sus grados normales de entrecruzamiento y
vascularizacion (Han & Ceilley, 2017).

2.1.3 Alteraciones en la regeneracion derivadas de la diabetes mellitus tipo 2

El proceso traumético que representa una lesion en la piel desencadena una compleja
reaccion inflamatoria en la que se eleva considerablemente el nimero de células inmunitarias
en el sitio de la lesién, asi como la produccion de citocinas y factores quimioatrayentes de
células inflamatorias (Figura 2.4). Este proceso estd estrechamente relacionado con el buen
funcionamiento del sistema inmunitario, el cual conduce a la permeabilidad, proliferacion y
migracién celular, asi como un desbridamiento inmediato, es decir, una degradacién y
remocion de los restos celulares. Estos efectos del sistema inmunitario, aunados a los buenos
cuidados tépicos, promueven una buena resolucién del proceso regenerativo, llevando a un
incremento en la tasa de cicatrizacién (Cafiedo-Dorantes & Cafiedo-Ayala, 2019).

Por otra parte, el correcto suministro de oxigeno en la region de la herida es un factor

importante para lograr una cicatrizacién normal. La regeneracion requiere de oxigeno para
lograr una buena interaccidn con las multiples citocinas, alimentar a las células que proliferan
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tan rdpidamente y apoyar al buen funcionamiento de la actividad de defensa de los
neutréfilos. Se estima que una herida con correcta regeneracion necesita una presion de
oxigeno de al menos 20 mmHg, mientras que una herida crénica puede tener una presion de
oxigeno tan baja como 5 mmHg (Han & Ceilley, 2017). Un suministro pobre de oxigeno no
solamente favorece la aparicion de tejido necrosado, el cual a su vez facilita el crecimiento
bacteriano, sino que también compromete la funcionalidad del sistema inmune para combatir
estos patdgenos. Por tanto, es esencial tomar precauciones y cuidados especiales en el caso
de heridas derivadas de enfermedades vasculares periféricas y en aquellas donde haya
disfuncién vascular, como en las udlceras diabéticas, que no son mds que heridas abiertas que
generalmente aparecen en la planta del pie de individuos diabéticos.

Las llamadas células presentadoras de antigeno (APC) son un grupo heterogéneo de
células inmunes que incluyen a las células dendriticas, los macréfagos y las células de
Langerhans, entre otros. Las APCs median la respuesta celular inmune mediante el
procesamiento y presentacion de antigenos para su reconocimiento por otras células, por lo
que desempeiian un papel muy importante en la regeneracion de tejidos dafiados, tanto en la
salud como en la enfermedad. Particularmente en enfermedades como la DM2 y en
quemaduras de segundo y tercer grado, la inflamacion en el tejido lesionado es de tipo
cronico, ya que los monocitos provenientes de la circulaciéon sanguinea reciben sefiales que
los comprometen a seguir produciendo citocinas proinflamatorias y a diferenciarse en
macréfagos con fenotipo proinflamatorio M1. A diferencia del fenotipo M2 que es
resolutorio de la inflamacién (antiinflamatorio), el fenotipo M1 de los macréfagos tiene la
funcién de mantener la inflamacién mientras existan células apoptéticas y tejido necrético
para fagocitar, situaciéon en la que se producen atin mds citocinas proinflamatorias. Esta
secrecion de citocinas y presencia de células apoptdticas en conjunto refuerzan el
reclutamiento de mas macréfagos (Cafiedo-Dorantes & Cafiedo-Ayala, 2019). Cuando los
macréfagos engullen células apoptoticas, se secretan los factores de crecimiento
transformante beta (TGF-[3) y endotelial vascular (VEGF), que son las principales moléculas
efectoras en la remodelacion de tejido (Figura 2.4). Sin embargo, en condiciones
patoldgicas, existe una acumulacion masiva de iones hierro en los macréfagos
proinflamatorios, promoviendo la continua produccién del factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), el cual bloquea el cambio de los macréfagos de un fenotipo M1 proinflamatorio
hacia el M2 antiinflamatorio (Hesketh et al., 2017; Krzyszczyk et al., 2018). Es por esto por
lo que una herida que comienza igual tanto en pacientes diabéticos como sanos puede
volverse cronica en pacientes diabéticos, en los que ocurre un ciclo de reforzamiento
continuo de la inflamacién en lugar de un periodo de inflamacién aguda seguida de su
resolucidn.

Las heridas de piel se complican en personas con DM2 o quemaduras, puesto que sus
procesos cicatrizantes estin muy disminuidos. En el caso particular de pacientes
hiperglucémicos, es de suma importancia que el proceso de cicatrizaciéon se normalice debido
a que el constante inmunocompromiso de dichos pacientes puede propiciar el crecimiento o
colonizacién oportunista de microorganismos peligrosos. Desafortunadamente en los
pacientes hiperglucémicos los factores inflamatorios del mecanismo de reparacion se
mantienen activados por periodos largos de manera crénica por diversas causas, entre las que
se encuentran (Cafiedo-Dorantes & Cafiedo-Ayala, 2019; Han & Ceilley, 2017):
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= Jas fallas en los procesos apoptéticos de las propias células inflamatorias;

= el compromiso en mecanismos como el estado de granulacién o cicatrizacién;

= la falta de factores de crecimiento y la baja produccion de coldgeno;

= la migracion reducida de macréfagos que eliminan los restos celulares;

= la expresion reducida por parte de los neutréfilos de metaloproteinasas de matriz,
que tienen la funcion de degradar la matriz extracelular dafiada para facilitar la
limpieza en la region de la herida;

= complicaciones adicionales por condiciones patolégicas como la microangiopatia
diabética, que involucra una obstruccion parcial o total de los vasos sanguineos
favorecen la disminucion o interrupcion del proceso de reparacién por falta de
suministro de oxigeno y nutrientes.

En general, los problemas de cicatrizacién de un paciente diabético estdn asociados
principalmente al deterioro circulatorio que se presenta en mayor grado en extremidades
inferiores y que, en conjuncién con la mala sensibilidad nerviosa, predispone al paciente a
ser mds susceptible a eventos traumaticos.

2.2 Agentes estimuladores de la regeneracion cutianea
2.2.1 Factores de crecimiento y reguladores genéticos

Actualmente existe ain una amplia necesidad no satisfecha de mejoras en el
tratamiento de heridas crénicas asociadas a la diabetes. Por lo tanto, se ha propuesto el uso
de moléculas bioldgicas y/o bioactivas que promuevan los procesos de reclutamiento celular,
angiogénesis y modulacién de la inflamacién para mejorar la cicatrizacién disfuncional en
patologias como la DM2. Una primera estrategia es la administraciéon de algunos de los
componentes que tienen actividad regulatoria y forman parte de los procesos complejos de
regeneracion, como los factores de crecimiento, péptidos que favorezcan la adhesion celular
y material genético que promueva un comportamiento celular pro-regenerativo (Tabla 2.1).

Sin embargo, al proporcionar terapias basadas en factores de crecimiento y
reguladores genéticos, se puede incurrir en la promocién de procesos carcinogénicos (Xiao
et al., 2017), ya que en éstos ultimos justamente ocurre lo opuesto a una herida de dificil
regeneracion, es decir, una proliferacién y vascularizacion desmedida de tejido. Ademads,
aunque hay avances en la produccién de factores de crecimiento y péptidos recombinantes,
los cuales no necesitan de cultivos celulares mamiferos para la obtencién de estos
componentes, aln existen dificultades en su produccién a gran escala, la cual seria necesaria
para ayudar en la mitigacién del problema mundial de las tlceras diabéticas.
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Tabla 2.1 Estrategias para la regeneracion de heridas crénicas mediante la administraciéon de
agentes bioldgicos.

Agente

C S Ejemplos Ventajas Desventajas
bioldgico Jemp J J

Factores de VEGF, EGF, Reguladores potentes de las fases Potencial carcinogénico;
crecimiento  bFGF, TGF-3 de regeneracién de heridas liberacién no controlada
Derivados de  Péptidos con Alta raz6n costo-beneficio; Requiere inmobilizacién o
factores de secuencia RGD  favorece el reconocimiento celular  funcionalizacién covalente
crecimiento de materiales sintéticos
Moléculas 1) Oxigeno 1) Disponible en el mercado Vida media corta
bioactivas 2) Oxido nitrico ~ 2) Regulador potente de las fases
pequenas de regeneracién

Reguladores cDNA, siRNA,  Hiperactivan genes disfuncionales = Baja eficiencia de entrega;
genéticos microRNA o silencian genes patogénicos dificultad en la liberacién dirigida

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; EGF: factor de crecimiento epidérmico; bFGF: factor de
crecimiento basico de fibroblastos; TGF-: factor de crecimiento transformado beta; RGD: arginina-glicina-
aspartato; ¢cDNA: dcido desoxirribonucleico complementario; siRNA: dacido ribonucleico pequefio de
interferencia; microRNA: micro-acido ribonucleico. Fuente: (Xiao et al., 2017)

2.2.2 Angiogénesis

Ademds de suministrar agentes bioldgicos que estimulen el dificil proceso de
regeneracion en heridas crénicas, como las udlceras diabéticas, también se ha planteado el
aprovechamiento de las propiedades de algunos fiarmacos y moléculas pequefias para
estimular la angiogénesis, el proceso de crecimiento de nuevos vasos sanguineos. Un primer
ejemplo es el 4cido lactico o lactato, el cual por muchos afios se consideré solamente un
subproducto metabdlico de la glucdlisis en el metabolismo celular anaerébico en condiciones
de hipoxia (disminucion del nivel de oxigeno disponible comparado con el normal:
normoxia) (Figura 2.5). Sin embargo, mds recientemente se ha identificado su papel
importante en dos aspectos de la regeneracion de heridas. Primero, se ha catalogado al lactato
como un metabolito asociado a la sepsis, una condicién seria que resulta de la respuesta del
cuerpo a la presencia de microorganismos en la sangre u otros tejidos, llevando
potencialmente al mal funcionamiento de 6rganos, el choque séptico y la muerte. Durante un
proceso de sepsis, puede haber una distribucion ineficiente de oxigeno que resulta en hipoxia
tisular y en el cambio al metabolismo anaerébico, produciendo una acumulacion de lactato
(Ryoo & Kim, 2018; Sun et al., 2017).

Por otra parte, el lactato también contribuye a la regeneraciéon de heridas. En
particular, se ha descrito su capacidad de estimular la deposicion de coldgeno, un componente
principal de la matriz extracelular que debe depositarse para restituir las propiedades
normales del tejido nuevo. Ademads, el lactato en células endoteliales estimula la produccién
y liberacién de diversos factores involucrados en las distintas fases de la regeneracion, como
el factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF) y el factor derivado de células
estromales 1 (SDF-1), los cuales tienen un efecto proangiogénico (Porporato et al., 2012). En
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un estudio con modelos murinos de herida isquémica, es decir, herida con irrigacién
sanguinea inadecuada, se implanté de manera subcutdnea acido poli(lactico) (PLA) y cido
poli(lactico-co-glicélico) (PLGA), ambos polimeros biocompatibles cuya degradacion
paulatina por hidrélisis genera lactato como subproducto, y se evalud la capacidad de
formacion de nuevos vasos sanguineos. Se observé que la administracion de lactato
proveniente de los implantes subcutdneos aumentdé la densidad vascular, evité la pérdida de
masa muscular debido a la isquemia y acelerd la reduccién en el tamafio de la herida derivado
de una cicatrizacién més rapida (Porporato et al., 2012).

NADH+H* NAD

Glucslisis L\ 4
Glucosa ———> Piruvato &—) Lactato

Metabolismo anaerébico

. | DH
Piruvato <€—— Lactato

Oxidacié Fosfato deshidrogenasa
xidacion & tiamina difosfato

Acetil CoA

mé ATP
. &

Figura 2.5 El lactato es un subproducto de la glucdlisis en el metabolismo celular anaerébico.
MCT: transportador de monocarboxilato; ATP: adenosina trifosfato, LDH: lactato
deshidrogenasa; PFK: fosfofructocinasa. Adaptado de (Ryoo & Kim, 2018).

Otro ejemplo de agente estimulante de la angiogénesis es la deferoxamina, un
farmaco quelante de hierro que podria desempefar un proceso benéfico para el huésped, ya
que sustrae los iones hierro disponibles que pudieran favorecer el crecimiento bacteriano
(Thompson et al., 2012). Ademads, en pacientes diabéticos, la deferoxamina promueve el
proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos en heridas cutdneas, acelerando el proceso
de regeneracion que estd obstaculizado en individuos con altas concentraciones de glucosa,
gracias a su capacidad de quelacion de iones Fe?* (Figura 2.6) (Hou et al., 2013). Ademas,
la deferoxamina se ha cargado en andamios fibrilares que liberan el fairmaco al colocarse
sobre la herida, a manera de propuesta de apdsito funcional, teniendo un efecto promotor de
la proliferacion de fibroblastos y la produccion de HIF-lo y VEGF, asi como una
regeneracion acelerada de heridas cutdneas de espesor total (Chen et al., 2016). Estos
andamios, en particular aquellos producidos mediante la técnica de electrohilado, tienen una
amplia drea superficial y estructura microporosa que puede cubrir el drea de la herida con
mayor eficiencia, asi como promover la hemostasis y absorber exudados dependiendo del
material utilizado.
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Figura 2.6 (Izquierda) Via disfuncional de sefializacion celular en hiperglucemia que
promueve la degradacién proteosomal de HIF-1a e inhibe la expresion de factores asociados
a la revascularizacion (VEGF y SDF-1). (Derecha) Via hiperglucémica corregida por la
administracion de deferoxamina (DFQ), la cual secuestra iones Fe?** evitando la degradacién
de HIF-1a y normalizando su actividad como factor de transcripcion. HIF-1: factor inducido
por hipoxia 1; ROS: especie reactiva de oxigeno; PHDs: prolil hidroxilasas; SDF-1: factor
derivado de células estromales; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; pVHL:
proteina supresora de tumores de von Hippel-Lindau. Fuente: (Chen et al., 2016).

2.2.3 Inflamacion

Una estrategia alternativa para estimular la regeneracién de heridas como las tdlceras
diabéticas es enfocar los esfuerzos en mitigar el estado de inflamacion crénica, ya sea de
manera sistémica o local. La motivacion de esta opcion es el importante papel que juegan los
macréfagos M1 proinflamatorios en la persistencia del estado de inflamacién. Por tanto,
algunas estrategias experimentales de atenuacidén de macréfagos M1 para la estimulacion de
la regeneracion cutdnea incluyen (Krzyszczyk et al., 2018):

= la administracién sistémica de anticuerpos que neutralizan los factores activadores
de macréfagos, como el TNF-q,;

= lainyeccion intradérmica de macréfagos M2 antiinflamatorios diferenciados in vitro
con el suministro de los factores diferenciadores apropiados;

= lainyeccion intradérmica cerca de la periferia de la dlcera con macréfagos de
donantes de sangre sanos;
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= la aplicacién tépica de factores de crecimiento, como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas BB (PDGF-BB);

= la implantacion de hidrogeles de polietilenglicol (PEG) funcionalizado con péptidos
con secuencia RGD, los cuales pueden modular la infiltraciéon de macréfagos hacia
la regién lesionada;

= lainyeccion de hemina, una porfirina cargada con un ion Fe**, que promueve la
sintesis de coldgeno y la regeneracién de la herida;

= la terapia de oxigeno hiperbdrico, que tiene efectos inmunosupresores sobre los
macréfagos.

Los macréfagos, las células dendriticas y otras células del sistema inmune son
actualmente dianas que atraen mucho interés para nuevas estrategias efectivas para el
tratamiento de tulceras diabéticas y otras heridas de curso crénico (Hesketh etal., 2017;
Krzyszczyk et al., 2018).

2.3 La leche y la lactoferrina bovina
2.3.1 Composicion de la leche

La leche es un alimento liquido que se produce en las glandulas mamarias de los
mamiferos y que representa la principal fuente de nutrientes para los mamiferos en la primera
infancia. Se le conoce como calostro a la leche producida durante el inicio de la lactancia, en
la cual se le confiere a la cria muchos de los anticuerpos de la madre, otorgando de esta
manera un primer reforzamiento del sistema inmune de la cria. Ademas, la leche es una fuente
importante de lipidos, aminodcidos, vitaminas y minerales, asi como péptidos con actividad
metabdlica e inmunoldgica, como inmunoglobinas, hormonas, factores de crecimiento,
citocinas y enzimas (Haug et al., 2007).

En su composicidn, la leche es una emulsion de grasa en agua. El componente acuoso
de la leche contiene compuestos disueltos como lactosa y minerales y consiste en una
suspension coloidal de proteinas. La leche en promedio tiene un contenido de agua (87.5%),
lipidos (3.9%), proteinas (3.4%) y lactosa y minerales (5.2%) (Haug et al., 2007). Los lipidos
de la leche se distribuyen en gotas pequefas con un tamafio promedio de entre 3 y 4 um que
consisten principalmente de triglicéridos con algunas vitaminas liposolubles (Figura 2.7a).
La fase acuosa o suero de la leche contiene cientos de tipos de proteinas que pueden estar
completamente disueltas en el llamado suero o contenidas en micelas con estructuras
jerdrquicas; la dispersion de estas micelas le da el color blanco a la leche. Cada micela se
compone de muchas submicelas con distintas composiciones y nucleos hidrofébicos
rodeados de proteinas mads hidrofilicas (Figura 2.7b) (McMahon & Brown, 1984). Las
submicelas estdn estabilizadas y unidas entre si por particulas de fosfato de calcio, las cuales
se desestabilizan a bajo pH, como ocurre durante la coagulacién de la leche cuando se le
afiade un 4cido.
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Figura 2.7 Fases y microestructura de la leche. a) Distribucién de grasa en la leche. Los
componentes lipidicos se muestran en amarillo. b) Microestructura de las micelas de caseina.

Adaptado de (McMahon & Brown, 1984).

Las micelas contienen principalmente a las caseinas, que son un grupo de proteinas
de bajo peso molecular (15-25 kDa) que forman la mayoria del contenido proteico de la
leche. Por su parte, el suero lacteo contiene en menor cantidad otras proteinas de mayor peso
molecular que juegan un papel mds relevante en las funciones inmunes de los mamiferos,
como las inmunoglobulinas que son anticuerpos sintetizados en respuesta a estimulos

inmunogénicos como bacterias y virus (Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Composicién proteica de la leche bovina.

Proteina Contenido en leche Peso molecular Punto
descremada (g/L) (kDa) isoeléctrico
Caseinas o 1-caseina 12-15 235 444-4776
Qs2-caseina 34 252
[-caseina 9-11 240 4.83-5.07
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K-caseina 24 19.0 5358
Proteinas [-lactoglobulina 2-4 18.4 5.13
del suero a-lactalbiimina 0.6-17 142 42-45
Albumina sérica 04 66.4 4.7-49
Inmunoglobulina G1 0.3-0.6 161 5.5-6.8
Inmunoglobulina G2 0.05 150 7.5-8.3
Inmunoglobulina A 0.01 385417
Inmunoglobulina M 0.09 1000
Componente secretorio 0.02-0.1 63.8
Lactoferrina 0.02-0.1 76.1 8.81

Adaptado de (Farrell et al., 2004).

La leche ha sido estudiada respecto a sus propiedades estimuladoras de la
regeneracion cutdnea debido a sus componentes inmunomoduladores y antimicrobianos. Las
caseinas, por ejemplo, tienen un importante efecto antimicrobiano, mientras que la fase
lipidica de la leche puede brindar humectacion a la herida. Asimismo, se han logrado extraer
factores de crecimiento de la leche y se ha evaluado su aplicacién para tratar desérdenes
cutdneos, mucositis intestinal y la resorcidén ésea que ocurre en la osteoporosis (Pouliot &
Gauthier, 2006). En particular, se ha estudiado la aplicacion tépica de leche liofilizada en
conejos con heridas profundas; se observé que la leche liofilizada redujo el tiempo de
regeneracion y cicatrizacion de la herida de manera equiparable a la fenitoina, un firmaco
utilizado como control positivo (Hemmati et al., 2018). Otro estudio se enfocé en un
ungiiento a base de miel, leche y extracto de Aloe vera; en comparacion con la sulfadiazina
de plata (un agente antimicrobiano presente en muchos apdsitos disponibles en el mercado),
este ungiiento redujo de igual forma el tiempo de regeneracion en modelos murinos
(Farzadinia et al., 2016).

2.3.2 Lactoferrina: propiedades y aplicaciones terapéuticas

La lactoferrina es una glicoproteina de 76 kDa con afinidad a iones hierro secretada
por los mamiferos en los fluidos corporales como el calostro, las ldgrimas, el sudor, las
mucosas y, en menores cantidades, en la leche. Ademds, es liberada de los granulos
contenidos en los neutréfilos en presencia de microorganismos, por lo que tiene
intrinsecamente una funcién inmunolégica. Dentro de las principales actividades bioldgicas
que cumple la lactoferrina se encuentran la unién y transporte de hierro, la afinidad por el
lipido A de lipopolisacarido que le confiere una actividad antimicrobiana y, de manera
importante, la capacidad de modular el sistema inmunitario, la cual se observa de manera
acentuada cuando la lactoferrina administrada es de origen exdgeno, por ejemplo, aislada de
leche bovina (Siqueiros-Cendén et al., 2014). Su principal actividad inmunomoduladora ha
sido descrita principalmente a nivel mucosal y nervioso (Fillebeen et al., 2001; Legrand et al.,
2004). Sin embargo, también tiene la capacidad de inducir respuestas en el epitelio cutdneo
en las distintas etapas de la regeneracion cutdnea. La lactoferrina puede promover la fase
inflamatoria temprana incrementando la produccién de citocinas proinflamatorias, asi como
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tener actividad antiinflamatoria para neutralizar una respuesta inmune exagerada (Takayama
& Aoki, 2012), ejerciendo ademads una potente modulacion sobre células presentadoras de
antigeno como los macréfagos y las células de Langerhans (Puddu et al., 2009). A nivel de
los macréfagos, la lactoferrina contribuye a suprimir la produccién de citocinas
proinflamatorias y puede aumentar la actividad fagocitica (Siqueiros-Cendén et al., 2014).
Este aumento en la fagocitosis de los macréfagos por accién de la lactoferrina se ha reportado
contra una gran variedad de microorganismos, incluyendo bacterias gram positivas
(Staphylococcus epidermidis, S. aureus), gram negativas (Pseudomonas aeruginosa) y
hongos (Candida spp.) (Siqueiros-Cendén et al., 2014).

La lactoferrina y en particular la lactoferrina bovina (bLf) presentan una actividad
antimicrobiana importante mediante dos mecanismos principales adicionales a aquellos que
dependen de las células inmunes. Primero, al igual que otras moléculas quelantes de hierro
como la deferoxamina (Thompson et al., 2012), la lactoferrina tiene actividad bacteriostatica
debido a su afinidad por iones hierro, disminuyendo la disponibilidad de éstos para la
formacién y sobrevida de peliculas bacterianas o biofilms (Ammons & Copié, 2013; Singh
et al., 2002). La inhibicién de peliculas bacterianas debido a la lactoferrina se ha reportado
no solo para bacterias gram negativas como Escherichia coli y P. aeruginosa, sino también
gram positivas como Staphylococcus epidermidis (Siqueiros-Cendon et al., 2014). Segundo,
la lactoferrina tiene regiones catidénicas amplias en su superficie que le imparten una alta
afinidad por el lipido A, un componente con carga negativa de los lipopolisacaridos, los
cuales contribuyen a la estabilidad estructural de la membrana externa de las bacterias gram
negativas. Esta interaccion puede dafiar la membrana bacteriana al alterar su permeabilidad,
lo cual le otorga a la lactoferrina una actividad antibacteriana de amplio espectro que ademads
muestra efectos de sinergia al ser administrada en conjunto con antibidticos comerciales
(Jenssen & Hancock, 2009). Por estas razones, en el caso de tlceras de pie diabético y heridas
cutdneas infectadas, la lactoferrina ha sido catalogada como un método para mitigar
infecciones y la formacion de peliculas bacterianas sobre la herida, a la par con formulaciones
de yodo y plata (Drago-Serrano et al., 2011; Iorio et al., 2018).

Mas allé de su capacidad para la prevencién y el tratamiento de infecciones en heridas
cutdneas, la lactoferrina podria favorecer la revascularizacion, un proceso indispensable para
la reepitelializacion que se encuentra dificultada en pacientes hiperglucémicos. La actividad
quelante de hierro de la lactoferrina sugiere que podria contribuir a mitigar los efectos de la
hiperglucemia en la sefializacién celular que inhiben la formacién de nuevos vasos
sanguineos, al secuestrar iones hierro y normalizar la actividad de HIF-1a como factor de
transcripcion asociado a la revascularizacion, de manera andloga al mecanismo de accién
proangiogénica que se ha reportado para la deferoxamina (Chen et al., 2016) (Figura 2.6).

Las potenciales aplicaciones de la lactoferrina en la regeneracion dérmica estin
apoyadas no sélo por su capacidad antimicrobiana y antiinflamatoria, sino también por sus
efectos directos en la actividad de las células de la piel. Se ha reportado que la lactoferrina
humana promueve la migraciéon y la actividad contrictil de fibroblastos sobre geles de
coladgeno in vitro de forma dependiente de la dosis (Takayama & Mizumachi, 2001).
Asimismo, una lactoferrina humana recombinante favorecié la migracién y la proliferacion
de queratinocitos epidérmicos humanos in vitro y aumenté el grado de reepitelializacion de
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heridas en un modelo porcino (L. Tang et al., 2010). Aunque el mecanismo para explicar
estos efectos en la actividad celular no se ha dilucidado por completo, se ha propuesto que la
lactoferrina se une a la proteina relacionada al receptor de lipoproteina de baja densidad 1
(LRP-1), el cual es un receptor de membrana relacionado con la regulacién de la movilidad
y contractilidad celular y expresado por fibroblastos dérmicos y queratinocitos epidérmicos
(Takayama, 2012). La activacion de LRP-1 promueve la activacién de las proteinas cinasas
asociadas a Rho (ROCK) y las cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2)
(Takayama & Mizumachi, 2001; Ling Tang et al., 2010), las cuales a su vez promueven la
activacion de la cadena ligera de miosina (MLC) favoreciendo la actividad contréctil
(Takayama & Takezawa, 2006) como se muestra en la Figura 2.8. La capacidad de
contraccién de los fibroblastos y queratinocitos inducida por la lactoferrina puede facilitar la
migracién celular necesaria para la reepitelializacion de la herida (Takayama, 2012).
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Figura 2.8 Posibles mecanismos del aumento en la actividad contréctil de fibroblastos
dérmicos humanos en respuesta a la lactoferrina. LRP-1: proteina relacionada al receptor de
lipoproteina de baja densidad 1; ROCK: cinasa asociada a Rho; ERK1/2: cinasas reguladas
por sefiales extracelulares 1 y 2; MLC: cadena ligera de miosina; MLCK: cinasa de la cadena
ligera de miosina. Adaptado de (Takayama & Takezawa, 2006).

Ademads, se ha reportado en fibroblastos dérmicos humanos normales in vitro que la
presencia de bLf incrementa la sintesis celular de dcido hialurénico y coldgeno tipo 1
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mediante la expresion aumentada de las enzimas productoras correspondientes (Saito et al.,
2011). El 4cido hialurénico y el coldgeno tipo 1 son componentes principales de la matriz
extracelular de la dermis y epidermis y participan de manera importante en la migracién y
proliferacion celulares y la modulacién de la respuesta inflamatoria durante el proceso de
cicatrizacién de heridas (Xue & Jackson, 2015). Por esto, la administracién de bLf podria
estimular la deposicién de matriz extracelular necesaria para la reepitelializacion exitosa de
heridas cutdneas.

En conjunto, sus propiedades antimicrobianas e inmunomoduladoras, asi como su
potencial en la estimulacion de la revascularizacion y la contractilidad de las células de la
piel, hacen de la bLf un agente adyuvante atractivo para el tratamiento o prevencion de las
dlceras de pie diabético, considerando también la disponibilidad de esta proteina en la leche
bovina. La actividad antiinflamatoria y regulatoria de la bLf ha motivado su uso reciente
como agente bioactivo en andamios de policaprolactona producidos mediante manufactura
aditiva para el cultivo de queratinocitos dérmicos y fibroblastos, mostrando resultados
prometedores para su aplicacion en la regeneracion de tejido dérmico (Hewitt et al., 2019).
Es importante recalcar que en este estudio la bLf, junto con otras proteinas del suero lacteo,
mantuvieron su actividad en gran medida incluso después de haber sido procesadas en una
mezcla con policaprolactona a una temperatura de 85 °C, lo cual es evidencia adicional de la
alta estabilidad de estas proteinas como se ha reportado previamente (Sreedhara et al., 2010).
Por otra parte, la bLf ha sido utilizada para regenerar tejido corneal en un modelo murino de
herida en cérnea, observando tiempos menores de regeneracién y una reduccién en la
inflamacion (Pattamatta et al., 2013). Quedan por analizar las opciones de administracién
mads adecuadas para que la lactoferrina llegue a sus dianas terapéuticas y al sitio de accién
sin perder su actividad, asi como disefar un dispositivo que administre esta proteina y siga
las limitantes y los cuidados que requiere el tratamiento de heridas cutdneas crénicas.
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Técnicas y métodos generales
3.1 Procesamiento de mezclas poliméricas con agentes bioactivos

3.1.1 Electrohilado de mallas fibrilares

El electrohilado, también conocido como hilado electrohidrodinamico, ha recibido
gran interés en la produccion de andamios y excipientes para la regeneracion tisular, puesto
que es un proceso versatil para la fabricacion electrostédtica de nano- y microfibras a partir de
disoluciones poliméricas, las cuales se recolectan en forma de mallas no tejidas con altas
relaciones superficie-volumen (Jiang et al., 2015). El electrohilado tiene una larga historia en
la produccién de micro- y nanoestructuras, asi como mallas fibrilares cargadas con farmacos
(Torres-Martinez et al., 2019; Tucker et al., 2012).

En esta técnica, se aplica un alto campo eléctrico (entre 1 y 2 kV cm) sobre una
disolucion de polimero que se extruye a través de un capilar metélico conectado a una fuente
de voltaje. Cuando una gota de la disolucion crece en la punta del capilar, el campo eléctrico
superficial genera una gran cantidad de cargas libres que se repelen mutuamente, lo cual
sobrepasa la tension superficial y la elasticidad fluidica de la disolucién y deforma la gota
hasta que toma una forma coénica, conocida como el cono de Taylor. Si la repulsién
superficial aumenta més alld de un umbral determinado, un chorro de disolucién emerge del
cono y viaja hacia un colector, es decir, una superficie conductora conectada a tierra fisica.
Debido a la alta tasa de deformacidn, la viscosidad de la disolucién y la evaporacion del
disolvente, el chorro se adelgaza y se estira mientras viaja del capilar al colector, generando
asi fibras largas, continuas y secas con orientacion aleatoria o alineada, dependiendo de la
modalidad de recoleccion. La viscosidad de la disolucidn, la presion de vapor y la constante
eléctrica del disolvente, asi como el voltaje aplicado, la distancia entre el inyector y el
colector y la humedad y temperatura ambientales, son todos algunos de los pardmetros clave
para la produccién de fibras electrohiladas con morfologias uniformes y distribucién de
tamanos regulares.

Las mallas electrohiladas a base de polimeros biocompatibles pueden utilizarse como
matrices temporales y seguras que contribuyan a la adhesién y proliferacion celular en el sitio
de una herida, donde la poblacién celular y su andamio nativo —la llamada matriz
extracelular (MEC)— han sido reducidas por una lesién (Liu et al., 2017). Puesto que es
posible modular la porosidad de los andamios electrohilados, éstos pueden emular la
morfologia nativa de la red fibrilar de coldgeno de la MEC, mientras que permiten algunos
procesos dependientes de la porosidad que son esenciales para la regeneracion tisular, como
la penetracion celular y la revascularizacién. Ademds, la biofuncionalidad de los polimeros
electrohilados como materiales para ingenieria de tejidos se puede ampliar mediante su uso
en plataformas para la encapsulacién y liberacion local de farmacos, en especial para
aplicaciones en regeneracion cutdnea (Boateng et al., 2008; Braga & Pais, 2018; Villarreal-
Goémez et al., 2016).
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3.1.2 Electrorrociado de particulas

La técnica de electrorrociado es muy similar a la de electrohilado, ya que también se
utiliza la repulsion eléctrica para eyectar una disolucién de una jeringa de inyeccién. Sin
embargo, en esta técnica, es necesario modificar los pardmetros de voltaje, viscosidad de la
disolucidn, distancia inyector-colector, entre otros, para que se puedan recolectar particulas
del polimero usado a partir de la disolucién eyectada. Los pardmetros de electrorrociado
deben optimizarse para lograr la obtencion de particulas con la morfologia deseada y con una
distribucién uniforme de didmetros.

——
solucién de polimero = A

Fuente de voltaje

Colector

-
- o2

Bomba de jeringa Particulas

Figura 3.1 Arreglo experimental tipico en la técnica de electrorrociado para la deposicion de
particulas a partir de una disolucién de polimero.

3.2 Técnicas de caracterizacion de materiales
3.2.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica se basa en el uso de haces de electrones para examinar
objetos a escalas muy pequeiias, sobrepasando las limitantes de la microscopia Optica
respecto al limite de resolucién impuesto por la longitud de onda de la luz visible. En cambio,
al ser mucho menores las longitudes de onda de haces electrénicos, la microscopia
electrénica permite resolver detalles en la escala de nandmetros, alcanzando magnificaciones
de hasta 500,000x.

En particular, la microscopia electrénica de barrido (SEM) consiste en colocar la

muestra en una cdmara de vacio y retirar todo el aire que se encuentra dentro de ella. De
manera inmediata, se enciende el emisor de electrones para bombardear la muestra. Las
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fuentes de electrones pueden ser filamentos de tungsteno o de carbono o punta de emisién
(para el caso de SEM de campo de emision) sometidos a altos voltajes. Los electrones viajan
a través del arreglo de lentes electromagnéticas disefiadas para obtener un haz convergente
de electrones. Las bobinas ubicadas bajo el arreglo de lentes dirigen al haz de electrones de
izquierda a derecha y de arriba a abajo de tal forma que se realiza un barrido en toda la
superficie de la muestra que se encuentra en la base de la cdmara de vacio. Los electrones
que golpean la muestra salen difractados hacia el detector. Este tltimo capta esa sefial y la
manda a un procesador donde se convierte en imagen.

Emisor
Lentes
Bobinas .
Lentes
.
el

Monitor

J SOURURRRSRA AL

v
Muestra Detetector Vacio

Figura 3.2 Componentes de un microscopio electrénico de barrido.
3.2.2 Andlisis termogravimétrico (TGA)

La termogravimetria o andlisis termogravimétrico (TGA) permite analizar los
fendmenos y propiedades térmicas de un material. Esta técnica mide la variacién de la masa
de una muestra cuando se le somete a un cambio de temperatura en una atmdsfera controlada.
Esta variacién puede ser una pérdida o ganancia de masa, en funcién de la capacidad de
descomposicion o adsorcion de los componentes de la muestra a distintas temperaturas. Los
cambios de masa en el TGA pueden deberse a la absorcién o desorciéon de componentes
volatiles, descomposiciones y cambios quimicos como oxidaciones y reducciones.

Algunas caracteristicas de la caracterizaciéon por TGA dependiendo del equipo
utilizado son:

= Elintervalo de temperaturas puede ser de 20 a 1500 °C.

= Latasa o velocidad de calentamiento puede ser de 0 a 200 °C min!.

= El horno debe estar aislado del resto del dispositivo.

= Los tipos de atmésfera a utilizar pueden ser: oxidante, reductora, autogenerada e
inerte.

= La muestra se coloca sobre una platina de un material que no reaccione con los
componentes de la muestra, por lo que se debe conocer previamente su reactividad.
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Figura 3.3 Componentes de la balanza térmica en un equipo de TGA. A) Brazo; B)
portamuestras y soporte; C) contador de masa; D) lampara y fotodiodos; E) bobina; F) imén;
G) control del amplificador; H) calculador del peso; I) amplificador; J) computadora.
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Figura 3.4 Curvas caracteristicas de TGA para distintos tipos de transiciones o eventos
térmicos de un material (izquierda). Curva tipica de TGA para un material con tres eventos

a distintas temperaturas de pérdida de masa (derecha).
Algunos factores instrumentales que afectan la medicién son:
= la geometria del portamuestras

= ]a velocidad de calentamiento
= ]a atmosfera
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Algunos factores de la muestra que afectan la medicién son:

* la masa medida
= la volatilidad de los componentes
= el tamafio de particula de la muestra

En general, el TGA puede proporcionar una amplia gama de informacién sobre la muestra,
incluyendo la estabilidad térmica oxidativa, la composicién de materiales compuestos, la
estimacion del tiempo de vida de un producto, los puntos de ebullicién y la presiéon de vapor.

3.2.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) permite el estudio de procesos en los
que se produzcan cambios de entalpia de un material en funcién de la temperatura. La
informacion que puede proporcionar este tipo de andlisis incluye la capacidad calorifica y
calor especifico, puntos de ebullicién y cristalizaciéon, pureza y cristalinidad de los
compuestos, entalpias de reaccién, fusién y cristalizacién, transiciones de fase,
descomposiciones, entre otros.

El principio de operacién de la DSC se basa en la comparacion del comportamiento
térmico de la muestra y un material de referencia. La muestra y la referencia se colocan en
compartimientos separados y se les suministra una magnitud determinada de energia eléctrica
a resistencias que la convierten en energia térmica. Se registran las temperaturas de cada
compartimiento y la temperatura programada, asi como la energia suministrada necesaria
para que las temperaturas de ambos compartimientos permanezcan idénticas. En el caso de
transiciones de fase, la integral normalizada de la sefial correspondiente es la entalpia
asociada a esa transicion.

Algunos factores instrumentales o de la muestra que afectan la medicién son:

= la geometria de los compartimientos

= la velocidad de calentamiento o enfriamiento
= el tipo de registro del termograma

= el tipo de sensor de temperatura

= la atmosfera

= el historial térmico previo

= el grado de divisién de la muestra

= ¢l tamafio de la muestra
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Figura 3.5 Curva caracteristica de DSC para el poli(tereftalato de etileno) (PET), mostrando

una transicion vitrea, una transicion de cristalizacién y un punto de fusién. Adaptado de (KEP
Technologies, s/f).

3.2.4 Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) permite medir las
frecuencias de vibracidon de dtomos enlazados, generando distintos modos de vibracién en

respuesta a la incidencia de radiacién en la regién infrarroja (generalmente con frecuencias
en el intervalo 400 — 4000 cm™!).

Algunos factores que determinan la posicion de las sefales de absorcion en el espectro FTIR
son:

= Lamasa de los &tomos: a mayor masa, menor frecuencia de absorcion

= El orden o fuerza de enlace: a mayor orden, mayor energia de disociacién y mayor
frecuencia de absorcién

= El ambiente quimico: los enlaces de 4tomos vecinos cambian la fuerza del enlace de
interés

Por su parte, la intensidad de la absorcion infrarroja depende del cambio en el
momento dipolar debido a la vibracion (no puede haber absorcion si la vibracién no genera
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un cambio neto en el momento dipolar) y de la concentraciéon de moléculas en la muestra,
segtn la ley de Lambert-Beer:

A =¢lC (Ecuacion 3.1)

donde A es la absorbancia, € es la absortividad molar, L es la longitud del camino 6pticoy C
es la concentracion de la muestra.
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Figura 3.6 La espectroscopia FTIR opera con base en la generacién de vibraciones en los
enlaces atémicos. Adaptado de (LibreTexts, 2020).
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Figura 3.7 Espectro tipico de FTIR del formaldehido, con las asignaciones de las sefiales de
absorcion. Fuente: (Reusch, 2013)

El ancho de las sefiales infrarrojas estd determinado por el nimero de ambientes
quimicos, lo cual se relaciona con la fuerza de las interacciones intermoleculares, como los
puentes de hidrégeno. Dado que el nimero y fuerza de los puentes de hidrégeno difiere con
el ambiente quimico, varia la fuerza de los enlaces, por lo que cambia la frecuencia a la que
las moléculas absorben radiacion IR.
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Figura 3.8 Regiones de absorciéon para diferentes grupos funcionales en el espectro
infrarrojo, generando dos regiones: una de grupos funcionales y una llamada regién de huella
dactilar. Fuente: (Reusch, 2013)

3.2.5 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) es una técnica de anélisis
no destructiva que permite identificar la estructura molecular de un compuesto mediante las
interacciones de los nicleos atémicos de la muestra con un campo magnético externo. Dado
que la medicion depende de un cambio en la direccion del espin nuclear en un dtomo de la
muestra, s6lo pueden medirse los 4&tomos con un espin nuclear neto distinto de cero, como es
el caso de los elementos con masa atémica impar, como 'H, °C, F y 3'P,

A
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. Nucleos desapantallados Nucleos apantallados
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<
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Figura 3.9 Esquema que relaciona la posicion de una sefial en el espectro NMR con la
densidad electrénica y grado de apantallamiento del &tomo asociado.

38



Técnicas y métodos generales

A diferentes campos magnéticos, diferentes dtomos de la molécula generardn una
sefal, dependiendo del ambiente quimico de los mismos, en particular, dependiendo de la
magnitud del apantallamiento magnético, la electronegatividad y la densidad electrénica del
atomo en cuestion y los 4&tomos vecinos.
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Figura 3.10 Espectro NMR tipico de la etilmetilcetona y la informacion extraida del
espectro, ejemplificando el proceso de asignacion de senales.

3.2.6 Difraccion de rayos X (XRD)

La difraccién de rayos X (XRD) es una técnica que permite analizar fases cristalinas
de un material a partir de la dispersién coherente de haces de rayos X. Esta dispersion se
origina por el choque de fotones incidentes contra electrones firmemente ligados a los 4tomos
de una red cristalina. La periodicidad de la red genera casos de interferencia constructiva en
el haz difractado, siguiendo la ley de Bragg:

nh=2dsen 0 (Ecuacion 3.2)

donde n es un nimero entero positivo, A es la longitud de onda del haz, d es la distancia
interplanar y 0 es el dangulo del haz difractado respecto al plano cristalino de difraccion.

A partir de la XRD, se puede determinar la distancia interplanar, que dependiendo del
angulo del haz difractado, puede corresponder a un plano cristalino especifico.
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Figura 3.11 Difraccién de rayos X en un cristal, en donde la relacién entre la distancia
interplanar (d) y el dngulo del haz difractado (0) estd dada por la ley de Bragg.
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Figura 3.12 Difractograma tipico de DRX mediante el método de polvos.
3.3 Estudio de la cinética de liberacién de agentes bioactivos

En el desarrollo de dispositivos cargados con farmacos y otros agentes bioactivos,
una labor esencial es la evaluacién de la capacidad y la cinética de liberacién con el fin de
conocer el perfil de liberacion en condiciones de laboratorio y poder ajustar las caracteristicas
del dispositivo para lograr una dosis terapéutica deseada en el sitio de administracion. Esta
evaluacion puede realizarse en tres etapas generales:

1. el monitoreo de la cantidad de farmaco liberado por el sistema en diferentes
momentos,

2. lanormalizacién de los datos de liberacidn con relacion a la cantidad total de
farmaco cargado, y

3. el modelado de los datos de liberacion con base en ecuaciones previamente descritas
de donde pueden obtenerse los pardmetros cinéticos del dispositivo.
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Los pardmetros cinéticos de un dispositivo describen el mecanismo de liberacion de
farmaco, que puede incluir procesos de disolucion, erosion, degradacién y difusion,
dependiendo de la formulacién y composicion del dispositivo, el procedimiento de carga del
farmaco y las condiciones a las que el dispositivo estd expuesto durante la liberacion. Existen
diferentes modelos matemaéticos que se han utilizado para aproximar datos experimentales
de cinética de liberaciéon de diversos sistemas; entre los principales se encuentran
(“Mathematical Models of Drug Release”, 2015):

= FEcuacion de orden cero

M — gyt (Ecuacién 3.3)

MOO
donde M;/M,, es la fraccion de farmaco liberada en un tiempo t y kj es la constante de
orden cero o constante cinética de disolucion (Serra et al., 2006). Este modelo describe una
liberacion lenta mediante la disolucion del agente activo en formas farmacéuticas que no se
desintegran, lo que da un comportamiento lineal de la liberaciéon en el tiempo. Este
comportamiento puede encontrarse en sistemas de liberacion de farmaco, como matrices
transdérmicas de liberacion prolongada y sistemas osmdéticos (‘“Mathematical Models of
Drug Release”, 2015).

= Ecuacién de Higuchi
— Y .
— =kyt/2 (Ecuacion 3.4)

donde ky es la constante cinética de liberacion de Higuchi (Serra et al., 2006). Este modelo
describe la difusion fickiana y unidireccional del farmaco disperso homogéneamente en una
matriz que no se disuelve o hincha significativamente, por lo que este modelo tiene mayor
validez para el caso de polimeros que no se hinchan en el agua, como la etilcelulosa
(“Mathematical Models of Drug Release”, 2015).

= Ecuacion de primer orden

# = a[1 — exp(=bt)] (Ecuacién 3.5)

donde a y b son constantes de primer orden (Unagolla & Jayasuriya, 2018). Este modelo se
ha utilizado para describir la absorcién y/o eliminacion de diversos fairmacos y se basa en
que el cambio de concentracién de fairmaco en el tiempo depende sélo de la concentracién,
lo cual se observa en varios sistemas de liberacion, entre otros, aquellos en los que un agente
activo soluble ha sido incorporado en una matriz porosa, por lo que la cantidad de farmaco
liberado es proporcional a la cantidad de farmaco remanente en la matriz (“Mathematical
Models of Drug Release”, 2015).
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= Ecuacién de Korsmeyer-Peppas o Ritger-Peppas

# = kyt" (Ecuacién 3.6)

donde k; es una constante cinética y n es el exponente de difusién que puede asociarse al
mecanismo de liberacién de farmaco, que para el caso de peliculas delgadas de hidrogel,
obedece lo siguiente (“Mathematical Models of Drug Release”, 2015; Serra et al., 2006):

a) Paran = 0.5, la liberaciéon estd dominada por difusion fickiana, en la que la tasa de
transporte del disolvente o de difusion del farmaco es mucho mayor que la de
relajacion de las cadenas poliméricas de la matriz.

b) Paran = 1, la liberacién ocurre mediante transporte no fickiano de Caso II, que
resulta en liberacioén de orden cero y un mecanismo predominante de hinchamiento
o relajacion de las cadenas poliméricas de la matriz.

c¢) Para 0.5 <n < 1,laliberacion ocurre mediante transporte anémalo no fickiano, en
el que el mecanismo estéd constituido por difusion e hinchamiento con tasas
comparables. En este caso, las cadenas de polimero se reconfiguran de manera lenta
y simultdnea con la difusién del farmaco.

d) Paran >1,la liberacién ocurre mediante el llamado transporte de Supercaso II, que
involucra una forma extrema de transporte: en contacto por el disolvente, la matriz
polimérica se tensa y agrieta (proceso conocido como solvent crazing). Esto ocurre
debido a que la capa externa de gel de la matriz delimita al nicleo con
comportamiento vitreo, restringiendo la expansion del gel asociada al hinchamiento
y generando una tension de compresion en el nicleo. La interfaz de polimero vitreo-
gel avanza hasta el centro de la matriz, incrementando la tension del nicleo hasta
que éste se quiebra.

= Ecuacion de Peppas-Sahlin

% = kyt™ + k,t2™ (Ecuacion 3.7)

o)

donde k; y k, son constantes cinéticas y m es el exponente difusional fickiano. El primer
término del modelo corresponde a la contribucién de la difusion fickiana a la liberacion,
mientras que el segundo término representa la contribucién debida a la relajacion
macromolecular de las cadenas poliméricas asociado al transporte Caso II (Serra et al., 2006).
Por su parte, el exponente m se refiere a la difusion puramente fickiana en un sistema de
cualquier geometria que presente liberacion controlada. Este exponente estd relacionado con
el exponente n del modelo de Ritger-Peppas; la ecuacion de Peppas-Sahlin se reduce a la de
Ritger-Peppas cuando la contribucion relajacional es despreciable (‘“Mathematical Models of
Drug Release”, 2015). Una vez calculados los pardmetros cinéticos (las constantes y los
exponentes) de este modelo ajustado a datos experimentales de liberacion, es posible calcular
la razén entre la contribucién de difusion fickiana (F) y la contribucién de relajacion
macromolecular (R) mediante la siguiente ecuacién (“Mathematical Models of Drug
Release”, 2015):
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R kot™ .2
= j{— (Ecuacién 3.8)
1

T |
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Capitulo 4

Fabricacion y caracterizacion de mallas electrohiladas
reforzadas mecanicamente a base de poli(6xido de etileno)
y dextrina ciclica altamente ramificada

4.1 Resumen de capitulo

Se produjeron fibras de dextrina ciclica altamente ramificada (DEX) y de
DEX/poli(6xido de etileno) (PEO) con didmetros en el intervalo submicrométrico mediante
electrohilado de disoluciones de mezclas poliméricas. La morfologia, las interacciones
moleculares y propiedades mecdnicas de las microfibras de dextrina sin y con PEO fueron
caracterizadas por microscopia electrénica de barrido de emisién de campo, espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier, espectroscopia Raman, difracciéon de rayos X,
espectroscopia de resonancia magnética nuclear y ensayos de tension uniaxial. Los resultados
de espectroscopia confirmaron la formacion de enlaces por puente de hidrégeno entre la
dextrina y PEO, situando a la dextrina como una fuente de enredamiento molecular que
genera un refuerzo mecdnico en las fibras electrohiladas. Los ensayos de tensién uniaxial
mostraron la aparicién de un efecto sinergistico de refuerzo mecdnico que varié con la
composicién de la mezcla polimérica. Las mezclas con DEX y PEO a partes iguales
produjeron fibras que soportaron mayor resistencia a la tensién y mayor elongacién con un
modulo eléstico alto; ademads, resultaron tener mayor resistencia a la ruptura, incluso mas que
las fibras de PEO puro. Por otra parte, se observé que los médulos eldsticos de las mallas
fibrilares a base de mezclas DEX/PEO se encuentran en el intervalo de valores propios de la
piel humana, lo cual le otorga una aplicabilidad potencial a estas mallas electrohiladas. La
técnica presentada en este capitulo muestra un proceso factible y barato para la fabricacién
de fibras hibridas de polimeros naturales y sintéticos, las cuales combinan la
biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad de encapsulacion de la dextrina con la
flexibilidad y resistencia mecdnica del PEO para el desarrollo de andamios fibrilares con
aplicaciones en ingenieria de tejidos y liberacion tépica de farmacos para la regeneracion de
heridas cutdneas.

4.2 Contexto

El electrohilado ha recibido gran interés en la producciéon de andamios y excipientes
para la regeneracion tisular, puesto que es un proceso versdtil para la fabricacion
electrostitica de nano- y microfibras a partir de disoluciones poliméricas, las cuales se
recolectan en forma de mallas no tejidas con altas relaciones superficie-volumen (Jiang et al.,
2015). Al eyectarse una disoluciéon polimérica a través de una aguja conductora o hilador
sobre el cual se ha aplicado un alto voltaje, la disolucion viscosa se dirige hacia una superficie
colectora conectada a tierra fisica. Durante el vuelo, el chorro polimérico experimenta una
evaporacion del disolvente, asi como un alto grado de elongacion e inestabilidades de
curvatura, generando asi fibras largas, continuas y secas con orientacion aleatoria o alineada,
dependiendo de la modalidad de recoleccidn. Las mallas electrohiladas a base de polimeros
biocompatibles puede utilizarse como matrices temporales y seguras que contribuyan a la
adhesion y proliferacion celular en el sitio de una herida, donde la poblacién celular y su
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andamio nativo —la llamada matriz extracelular (MEC)— han sido reducidas por una lesién
(Liu et al., 2017). Puesto que es posible modular la porosidad de los andamios electrohilados,
éstos pueden emular la morfologia nativa de la red fibrilar de coldgeno de la MEC, mientras
que permiten algunos procesos dependientes de la porosidad que son esenciales para la
regeneracion tisular, como la penetracion celular y la revascularizacién. Ademds, la
biofuncionalidad de los polimeros electrohilados como materiales para ingenieria de tejidos
se puede ampliar mediante su uso en plataformas para la encapsulacién y liberacion local de
farmacos, en especial para aplicaciones en regeneracion cutdnea (Boateng et al., 2008; Braga
& Pais, 2018; Villarreal-Goémez et al., 2016).

Los derivados de la dextrina, como la ciclodextrina y la dextrina ciclica altamente
ramificada, pueden actuar como agentes encapsuladores y acarreadores no sélo de farmacos
hidrofilicos e hidrofébicos de peso molecular bajo (Fukami et al., 2006; Kadota, Nishimura,
et al., 2015), sino también de moléculas bioactivas de mayor tamafio, como la anfotericina
B, un agente antifingico (Del Valle, 2004; Kaneo et al., 2014; Kittisuban et al., 2014). La
dextrina ciclica altamente ramificada es un polisacdrido dendritico hidrosoluble con
estructura molecular tipo cluster con forma de glébulo que se obtiene de la amilopectina del
almidén mediante la reaccion de ciclizacion de una enzima ramificadora (Kittisuban et al.,
2014) como se muestra en la Figura 4.1.

amilopectina
de almidén

5
L

3
4 .
oo b £
09000 o A
o
3 D oo
o5 <
o d Yo
K
o 0
o
o
g g¥Pa
o Q o
Q
b0
o

&
50000007

00000000

tratamiento
con enzima
ramificadora

o

: unidad glucosa

o : unidad glucosa Linea punteada: estructura @ :unidad glucosa en anillo central

: nueva estructura autoramificada generada

S e — :enlace a-1,4
ramificada por reaccidn enzimatica

— :enlace a-1,6 (puntos de ramificacion)

Figura 4.1 a) Reaccién de ciclizacion de amilopectina catalizada por una enzima
ramificadora, generando un polisacérido ciclico a partir de la estructura arborescente de la
amilopectina. Adaptado de (Kittisuban et al., 2014). b) Estructura molecular general de la
dextrina ciclica altamente ramificada, que consiste en un anillo central del que surgen
cadenas ramificadas, formando una estructura globular tipo cluster. Adaptado de (Ozawa
et al., 2009).

Esta dextrina consiste en unidades de a-D-glucopiranosa con un arreglo que incluye
una cadena ciclica en el nicleo y cadenas laterales ramificadas, en las cuales los enlaces a-
1,6 actian como puntos de ramificaciéon sobre las cadenas de enlaces a-14. Su
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biocompatibilidad, biodegradabilidad y cardcter no inmunogénico (Kittisuban et al., 2014b)
hacen de la dextrina un candidato prometedor para la fabricacién de andamios fibrilares
antioxidantes y antibacterianos para ingenieria de tejidos (Nazarzadeh Zare et al., 2014) con
el potencial de ser combinado con estrategias de liberacién tépica de farmacos para
regeneracion de heridas cutdneas.

En este capitulo, se reporta el primer esfuerzo de integracién de dextrina ciclica
altamente ramificada en una malla fibrilar electrohilada de PEO, junto con la observacion de
un refuerzo mecdnico sinergistico en las fibras que surge de las interacciones
intermoleculares entre la dextrina y el PEO. Se utilizaron la microscopia electronica de
barrido por emision de campo (FESEM), difraccion de rayos X (XRD) y ensayos de tension
uniaxial, asi como las espectroscopias de resonancia magnética nuclear (NMR), infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) y Raman para examinar la morfologia, composicién
estructural, las interacciones intermoleculares y propiedades mecdnicas de microfibras
electrohiladas de dextrina/PEO y su dependencia en el contenido de dextrina, con el fin de
explorar las posibilidades de nuevos materiales a base de polisacdridos para el desarrollo de
andamios tisulares novedosas con capacidades en la liberacién de farmacos.

4.3 Materiales y métodos
4.3.1 Materiales

El poli(6xido de etileno) en polvo (PEO; My= 400 kDa; pureza =99.5%) se obtuvo
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). La dextrina ciclica altamente ramificada (DEX) en
polvo producida a partir de almidén de trigo se obtuvo de DisChem (Sudafrica). E1 PEO y la
DEX se utilizaron sin tratamientos previos.

4.3.2 Fabricacion de microfibras de dextrina

Debido a su estructura molecular de tipo globular, la dextrina ciclica produce
disoluciones de baja viscosidad, dado que, a diferencia de otros polimeros de cadena larga,
las moléculas de dextrina no generan puntos de enredamiento entre si, comportindose como
particulas (Ozawa et al.,2009). Por esto, se requirieron altas concentraciones de dextrina para
elevar la viscosidad de la disolucion a un nivel que propiciara la formacién de fibras
continuas por electrohilado. Se preparé una disolucion de dextrina al 20% p/v en agua
doblemente destilada. Primero, la dextrina se agit6 en el agua por 30 min antes de calentar a
90 °C por 1 h con agitacién. La disolucién resultante se dejé reposar durante la noche para
obtener una viscosidad de 1-20 P que fuera apropiada para el proceso de electrohilado
(Deitzel et al., 2001). Se utilizé un equipo personalizado de electrohilado, que consistié en
una bomba de jeringa NE-1000 (New Era Pump Systems, Farmingdale, NY, EUA), una
fuente de voltaje (Gamma High Voltage, Ormond Beach, FL, EUA), una jeringa de plastico
con un capilar de acero inoxidable con punta roma como aguja o hilador y una placa colectora
de aluminio conectada a tierra fisica, todos colocados dentro de una camara aislada con
humedad relativa de 5-10% y temperatura de 20-25 °C. La placa colectora se colocé a una
distancia de 10 cm de la punta del hilador. La disolucién de dextrina (5 mL) se cargd en una
jeringa de 5 mL con una aguja de calibre 20 G (didmetro interno de 0.6 mm) acoplada a una
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bomba. Se aplicé un voltaje variable entre 5y 15 kV en la aguja para un tiempo de deposicién
de 30 min con un flujo de inyeccion de 0.4 mL h'' y se recolectaron las fibras de dextrina en
una placa de aluminio de 8 x 8 cm (Tabla 4.1). El voltaje aplicado se ajusté manualmente
durante la deposicién para mantener la formacion de un cono de Taylor estable del cual
surgiera el flujo de la disolucién polimérica.

Tabla 4.1 Parametros de disolucién y electrohilado usados para la fabricacién de microfibras.
Polimeros Disolvente Concentracion (p/v)  Voltaje [kV] Flujo [mL h-  Distancia [cm]

DEX PEO ]
DEX ddH,0O 20% - 5-15 04 10-15
DEX/PEO 2:1 ddH,0O 4% 2% 12 0.7 15
DEX/PEO 1:1 ddH,0O 3% 3% 12 0.7 15
DEX/PEO 1:2  ddH,O 2% 4% 12 0.7 15
PEO ddH,0O — 6% 12 0.7 15

ddH;O: agua destilada dos veces
4.3.3 Fabricacion de microfibras a base de PEO y de mezclas DEX/PEO

A diferencia de la dextrina pura (DEX), las mezclas de dextrina con PEO produjeron
disoluciones acuosas con alta viscosidad sin necesidad de aumentar la concentracion total de
polimeros. Por esta razén, para electrohilar fibras de PEO puro y de DEX/PEO a diferentes
proporciones, se utilizaron disoluciones con una concentracién polimérica total de 6% p/v,
ya que se observd que fue suficiente para producir fibras continuas para todas las
proporciones. Se prepararon disoluciones de PEO puro y de DEX/PEO en proporciones 2:1,
1:1y 1:2 en agua doblemente destilada, conservando la concentracion total de 6% p/v (Tabla
4.1). Las disoluciones obtenidas se mantuvieron en agitacion por 8 h a temperatura ambiente
(20-25 °C) para asegurar la integracion del polimero y el polisacarido. Para la fabricacion de
mallas fibrilares a partir de estas disoluciones, se utilizé el mismo equipo personalizado de
electrohilado que para las disoluciones de DEX, conservando la aguja de acero inoxidable de
calibre 20 G. Las fibras se depositaron sobre una placa de aluminio de 8 x 8 cm conectada a
tierra fisica con los pardmetros descritos en la Tabla 4.1.

4.3 4 Caracterizacion morfologica, estructural, quimica y mecdnica de microfibras
de DEX, PEO y DEX/PEO

La morfologia y estructura de mallas fibrilares recolectadas de DEX, PEO vy
DEX/PEO fueron evaluadas mediante FESEM, XRD y espectroscopia NMR. Las
micrografias de FESEM se obtuvieron con un microscopio electrénico de barrido por emisién
de campo tipo Schottky JSM-7800F (JEOL, Tokyo, Jap6n) usando un voltaje de aceleracion
de 5 kV y una amplificaciéon maxima de 1,000,000x. Se determind la distribucién de
didmetros de fibra a partir de mediciones tomadas con el software de andlisis de imdgenes
Digital Micrograph (Gatan, Pleasanton, CA, EUA). Se obtuvieron difractogramas por XRD
de las muestras de fibras electrohiladas usando un difractéometro D-8 Advance (Bruker,
Féllanden, Suiza) con un detector LINXEYE de sefiales de silicio a temperatura ambiente.

Para corroborar la estructura molecular de la dextrina, se registraron sus espectros de
NMR de protén ('H) y de carbono (3C) a 23 °C usando un espectrémetro Avance III HD de
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400 MHz (Bruker), equipado con una sonda de disoluciones tipo BBI con gradiente en Z. Se
disolvieron 50 mg de dextrina sin tratamiento previo en dimetilsulféxido hexadeuterado
(DMSO-dg, pureza 99.5%; Sigma-Aldrich) como disolvente y se transfiri6 la disolucion a un
tubo de 5 mm para obtener los espectros de 'H y de '*C mediante una secuencia de prueba de
protén enlazado (APT). Todos los espectros de NMR fueron procesados con el software
MestReNova 12 (Mestrelab Research, Espaia).

Las interacciones intermoleculares entre la dextrina y el PEO, asi como los grupos
funcionales presentes, se estudiaron mediante espectroscopias FTIR y Raman. Se llevaron a
cabo estudios vibracionales por FTIR con un espectrofotémetro FTIR Nicolet iS50 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Los espectros de transmisiéon fueron obtenidos
preparando una tableta delgada de KBr transparente al infrarrojo para colocar la muestra y
adquirir un promedio de 64 barridos con una resolucién de 4 cm! en el intervalo del infrarrojo
cercano (400-4000 cm™). Se registraron los espectros Raman usando un sistema de
espectrometria DXR2 (Thermo Fisher Scientific) usando la franja de 532 nm de un laser de
iones Ar para realizar la excitacion. Todos los datos de FTIR y Raman fueron procesados
con el software OMNIC 9 (Thermo Fisher Scientific).

Por ultimo, se evaluaron las propiedades mecanicas de las mallas electrohiladas por
medio de pruebas de tensién uniaxial realizadas en un equipo de tensién Instron 5500R
(Norwood, MA, EUA) con el objetivo de medir el médulo eldstico, la resistencia a la tensioén
y la deformacidn al quiebre. Muestras de mallas fibrilares electrohiladas de PEO y DEX/PEO
se secaron a temperatura ambiente hasta que mantuvieron su peso constante. Posteriormente
se realizaron las pruebas mecénicas a una tasa de extension de 10 mm min! con una longitud
inicial de la probeta de 22.5 mm y una frecuencia de muestreo de 5 s'. Todas las pruebas
mecdnicas se realizaron a 23 °C y una humedad relativa de 75%.

4.3.5 Andlisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos sobre los datos de mddulo elastico, resistencia a la
traccion y deformacién a la carga maxima obtenidos de los ensayos de tension uniaxial. Se
aplicaron pruebas ¢ (¢ test) desapareadas con correccion de Welch para poblaciones con
diferentes desviaciones estdndar y se consider6 significativo un valor de p < 0.05. Todos los
andlisis estadisticos fueron realizados con el software Prism 8 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

4.4 Resultados y discusion
4 4.1 Fabricacion de mallas electrohiladas de DEX, PEO y PEX/PEO

La técnica de electrohilado de mezclas permitié depositar con éxito fibras
recolectadas como mallas a partir de disoluciones acuosas de DEX, PEO y DEX/PEO.
Durante la eyeccién de las disoluciones a través de la aguja de jeringa, se observo que el cono
de Taylor —un requisito para un correcto proceso de electrohilado— se formé con facilidad
en las disoluciones al 6% p/v con algtin contenido de PEO, ya fuera alto o bajo contenido.
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Figura 4.2 a) Fotografias de mallas fibrilares electrohiladas de DEX depositadas sobre un
sustrato de vidrio. b) Micrografias representativas de FESEM de las fibras electrohiladas de
DEX, mostrando superficies lisas y morfologia uniforme sin defectos ni bulbos.

En cambio, la disolucién de DEX pura no permitié la formacién del cono de Taylor
a concentraciones similares, principalmente debido a la baja viscosidad y capacidad de
enredamiento intermolecular de la estructura globular de la dextrina. Fue necesario aumentar
a 20% p/v la concentracion de DEX para poder depositar una malla de fibras (Figura 4.2a).
Es por esto por lo que, al afiadir a la disolucién un polimero de alto peso molecular como el
PEO utilizado en este trabajo, se logr6 observar la formacion del cono de Taylor y se facilitd
el electrohilado de fibras en proporcién directa con el contenido de PEO. Esta observacion
concuerda con otros estudios previos que describen al PEO como un agente que promueve la
formacion de fibras electrohiladas, en particular cuando se usa un PEO de alto peso molecular
en combinacién con polisacdridos (Francis et al., 2010). Para el caso de mezclas, se
obtuvieron fibras de DEX/PEO en proporciones 2:1, 1:1 y 1:2. Se observé que la
reproducibilidad en la deposicién de las fibras electrohiladas aumenté notablemente para las
mezclas DEX/PEO 1:1 y 1:2, evidenciando que la procesabilidad de las fibras aumenta con
un aumento en el contenido de PEO.

4.4.2 Morfologia de fibras por FESEM

Las mallas fibrilares de dextrina fueron examinadas por FESEM, lo cual confirmé la
formacion de fibras continuas sin defectos, bulbos ni abultamientos en su morfologia (Figura
4.2b). De igual forma, las fibras electrohiladas correspondientes a PEO puro y mezclas
DEX/PEO presentaron una morfologia regular con pocos defectos (Figura 4.3). En el caso
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de PEO puro, se observé una mayor variabilidad en los didmetros de fibra que en las mezclas
DEX/PEO (Figura 4.3d).

£ N ,
/[— ) I

Figra 4.3 Micrografias represtativas de FESEM de fibras electrohiladas de DEX/PEO a
proporciones: a) 2:1,b) 1:1 y c¢) 1:2,y d) PEO puro.

Las fibras electrohiladas de dextrina y de DEX/PEO presentaron distribuciones
monomodales de didmetros (Figura 4.4a—e). Se observo ademds un aumento en el didmetro
de fibra para las mezclas con menor contenido de PEQO, siendo el didmetro promedio maximo
para las fibras de DEX pura (Figura 4.4f). Esto puede atribuirse a la alta higroscopicidad del
polisacédrido posterior al electrohilado, lo cual resulta en menor hinchamiento a mayor
contenido de PEO.
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Figura 4.4 a—e) Distribuciones de didmetros de fibra en las mallas electrohiladas de DEX y
DEX/PEO a diferentes proporciones. En todos los casos se observaron poblaciones
monomodales. f) El didmetro promedio de las fibras electrohiladas de DEX/PEO disminuye
con mayor contenido de PEO, manteniéndose estable a partir de 3% p/v.

4.4.3 Cristalinidad por XRD

Las microfibras electrohiladas de DEX, PEO y DEX/PEO con proporciones 2:1, 1:1
y 1:2 fueron examinadas estructuralmente mediante XRD (Figura 4.5). El difractograma de
las microfibras de DEX pura muestra una sefial amplia correspondiente a una estructura
amorfa (Figura 4.5), en conformidad con la baja cristalinidad de la dextrina (Kadota, Senda,
etal., 2015). Para las fibras con proporcion de DEX/PEO 2:1, el difractograma
correspondiente indica un mezclado de dextrina con PEO, lo cual es evidente por la presencia
de dos sefiales en 20 = 19.1° y 23.0° superpuestos al patrén de difraccion de la dextrina pura,
los cuales corresponden respectivamente a los planos de reflexion (120) y (032) del PEO en
su fase cristalina monoclinica, observados también en el patrén de XRD de las fibras
electrohiladas de PEO puro (Rodriguez-Zamora et al., 2017). De acuerdo con lo esperado, la
intensidad de las sefiales del PEO cristalino aument6 relativamente en proporcién con el
contenido de PEO en las fibras.
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Figura 4.5 Difractogramas de XRD de dextrina y PEO no tratados (Polvo DEX, Polvo PEO)
y de fibras electrohiladas de mezclas DEX/PEO con proporciones 2:1, 1:1 y 1:2. El mezclado
entre DEX y PEO se observa por la presencia de sefiales en 20 = 19.1° y 23.0° sobrepuestos
en la senal amplia de la dextrina, los cuales corresponden a los planos de reflexion (120) y
(032) de la fase cristalina monoclinica del PEO.

4.4 4 Interacciones intermoleculares entre DEX y PEO por espectroscopia FTIR

Se realizaron estudios de espectroscopia FTIR sobre las mallas fibrilares
electrohiladas de DEX, PEO y DEX/PEO a diferentes proporciones (Figura 4.6a). Los
espectros de FTIR de las fibras de dextrina pura (DEX) y PEO puro muestran las sefiales
caracteristicas de absorcion en conformidad con la literatura (Tabla 4.2). La sefial de
absorcion en el PEO a 529 cm! debida a la flexién de C—C—-O se mantuvo conservada para
las fibras de DEX/PEO con razén de peso 1:2. A pesar de que esta sefial fue menos intensa
para las mezclas DEX/PEO 1:1 y 2:1, su frecuencia no se desplazd, sugiriendo que se
conserva la orientacién de la cadena de PEO y sus enlaces polares para todas las mezclas
DEX/PEO (Bergeron et al., 2012; Yang et al., 2015). Las interacciones moleculares entre la
dextrina y el PEO, principalmente constituidas por puentes de hidrégeno, pueden asociarse a
desplazamientos de sefiales y a ausencias en ciertas regiones de los espectros FTIR. En primer
lugar, la intensidad del modo de estiramiento del anillo de piranosa en la dextrina ubicado a
1654 cm! se reduce en gran medida en todas las mezclas con PEO, lo que indica la formacién
de un complejo entre el PEO y la dextrina mediante la deformacién del anillo de piranosa en
un proceso de quimisorcion que involucra puentes de hidréogeno (Rath et al., 2000).
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Figura 4.6 a) Espectros FTIR de fibras electrohiladas de PEO, dextrina (DEX) y sus mezclas
con razones de peso 1:2, 1:1 y 2:1. b) Espectros FTIR en la region de absorcion de C—O-C
de las moléculas de PEO en fibras de PEO puro y de mezclas DEX/PEO. Estos espectros se
obtuvieron sustrayendo el espectro de DEX pura a los espectros de mezclas DEX/PEO. c)
Espectros FTIR en la region de absorcion de O—H para las fibras de PEO, DEX y mezclas
DEX/PEO.

Tabla 4.2 Asignacion de seiales de absorcion en los espectros FTIR de fibras electrohiladas
de DEX y PEO.

Ubicacion de

Muestra o 1 Tipo de vibracion Grupo funcional (Referencia)
seial [cm]
DEX 3425 (amplio) Estiramiento O-H Alcohol (Lee et al., 2018)
DEX 2940 Estiramiento C-H Anillo piranoide (Nazarzadeh Zare et al., 2014)
DEX 1654 Estiramiento de anillo Anillo de glucopiranosa
(Nazarzadeh Zare et al., 2014)
DEX 1170 Estiramiento asimétrico ~ Puente glucosidico tipo (a-1,4) y (a-1,6) (Zareh
C-0-C etal.,2011)
DEX 1120 Estiramiento CH,—~OH Alcohol
DEX 1076 Estiramiento C-O Anillo piranoide (Nazarzadeh Zare et al., 2014)
DEX 930 Estiramiento C-C Anillo piranoide (Nazarzadeh Zare et al., 2014)
en anillo
DEX 774 Flexién C-O-C Puente glucosidico tipo (a-14) y (a-1,6)
(Lee etal.,2018; Zareh et al., 2011)
PEO 2898 Estiramiento C-H Alcano
PEO 1469 Tijereteo CH, Alcano
PEO 1345, 1361 Seiial doble, aleteo CH,  Alcano
PEO 1283 Torsién CH, Alcano
PEO 1062, 1125, Seiial triple, C—-O-C Tipico en PEO semicristalino (Noor et al., 2010,
1150 p. 50; Rodriguez-Zamora et al., 2017)
PEO 845 Balanceo CH, Alcano
PEO 529 Flexién C-C-O Eter
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La region que contiene las sefiales en 1062, 1125 y 1150 cm™ atribuidas al
estiramiento C—O-C del PEO se muestra en la Figura 4.6b. En todas las fibras de mezclas
DEX/PEOQ, estas sefiales se ven desplazadas consistentemente hacia el rojo en relacion con
las sefiales de las fibras de PEO puro. Se observé que la magnitud del desplazamiento en la
sefal de 1125 cm' es mds dependiente del contenido de dextrina en las fibras. Este
desplazamiento hacia frecuencias de absorciéon menores revela la presencia de enlaces C-O
mads largos y de menor energia a lo largo de la cadena principal de PEO como consecuencia
de los puentes de hidrégeno entre los dtomos de oxigeno en los grupos éter del PEO y los
grupos hidroxilo de la dextrina (Figura 4.8d). En las fibras con mayor contenido de dextrina
(las muestras de DEX pura y DEX/PEO 2:1), la sefial de estiramiento O—H a 3425 cm! tiene
mayor amplitud, lo que probablemente se debe a variaciones en las longitudes de los enlaces
O-H a consecuencia de la presencia de multiples ambientes para la formacion de puentes de
hidrégeno para los grupos hidroxilo en la dextrina (Figura 4.6¢). En las muestras DEX/PEO
1:1 y 2:1, la disminucién considerable en la intensidad de las vibraciones de aleteo de CH,,
asi como la casi nula conservacién de la sefial de tijereteo CH, del PEO a 1469 cm', indican
que la estructura semicristalina de las fibras debida al PEO se pierde en gran medida para
estas mezclas, en conformidad con las observaciones cualitativas de cristalinidad en los
patrones correspondientes de XRD (Figura 4.5).

En general, el espectro FTIR de las fibras de DEX/PEO 1:2 no muestra
desplazamientos de sefiales considerables ni cambios en la intensidad respecto al espectro de
fibras de PEO puro, lo cual sugiere que la presencia de la dextrina en esta proporcién no
disminuye la fuerza de los enlaces en el PEO ni su conformacién macromolecular, puesto
que el PEO es el componente predominante. El espectro FTIR confirmé la incorporacion de
PEO y dextrina en las fibras electrohiladas de todas las mezclas. Para las proporciones de
DEX/PEO 1:1 y 2:1, se observa un acoplamiento entre los espectros de los componentes en
el intervalo de 1075-1471 cm!, evidenciando una interaccién enlazante entre el polisacarido
y el PEO en las fibras hibridas. Ademas, el espectro de las fibras de DEX/PEO 1:1 incluye
un conjunto nuevo de tres sefiales traslapadas en el intervalo 1529-1611 cm™! que no se
observa en los espectros de fibras de PEO o dextrina puros ni en los de las otras mezclas.

4.4.5 Caracterizacion por espectroscopia Raman

Los estudios de espectroscopia Raman proporcionaron informacién complementaria
a los espectros FTIR. La region espectral de 2800-3100 cm™ contiene seiales intensas
sensibles a la composicién de las fibras que se atribuyen a los modos de estiramiento C—H
de la dextrina, el PEO y las mezclas DEX/PEO con diferentes proporciones (Figura 4.7a,
Tabla 4.3). Las fibras de la mezcla DEX/PEO 2:1 mostraron un espectro con sefiales a 2910
y 2943 cm! similares a las de DEX, aunque aumentadas debido a la incorporacién de PEO.
Por el contrario, los espectros de las mezclas DEX/PEO 1:1 y 1:2 se asemejan mas al
comportamiento vibracional del PEO; en particular, la mezcla 1:1 contiene sefiales mas
intensas a 2910 y 2943 cm! por la presencia de la dextrina, mientras que la mezcla 1:2 tiene
una sefal menos intensa a 2910 cm™! en comparacion con la sefial de PEO a 2884 cm!.
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Figura 4.7 Espectros Raman de las fibras electrohiladas de PEO (negro), dextrina (rojo) y
sus mezclas con proporciones DEX/PEO 1:2 (azul), 1:1 (cian) y 2:1 (verde). a) Region de
2800-3100 cm™ que contiene los modos de estiramiento C—H. b) Regién de 200—-1600 cm!
que contiene la region de huella dactilar de CH, para PEO y dextrina.

Por su parte, los datos obtenidos por espectroscopia Raman en el intervalo de
frecuencias de 200—-1600 cm! abarcan la region de huella dactilar de grupos CH, tanto para
el PEO como la dextrina, asi como vibraciones asociadas a grupos C—O y CC-COC (Figura
4.7b, Tabla 4.3). En este rango, la mezcla DEX/PEO 1:2 tiene un espectro muy similar al de
las fibras de PEO puro. En la regién de 200-750 cm!, el espectro de la muestra DEX/PEO
1:1 indica un alto grado de acoplamiento entre ambos componentes de las fibras, como se
observa por la presencia de sefales compartidas, incluyendo la sefial doble centrada en 1143
cm!y las sefiales en 1129,582 y 543 cm™!, las cuales confirman la presencia de PEO asociado
a dextrina. Sin embargo, en cuanto al espectro Raman en el intervalo de 750-1500 cm!, las
fibras con proporcion 1:1 tienen un comportamiento muy similar al de fibras de PEO puro.
Contrario a lo esperado, la intensidad de las sefiales asociadas a PEO en la muestra DEX/PEO
1:2 fue menor a la intensidad de las mismas sefiales en la muestra 1:1. El comportamiento
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vibracional de los grupos CH, a 2950 cm! en las mezclas DEX/PEO 1:2 y 1:1 no muestra
diferencias respecto a la muestra de PEO puro, mientras que la mezcla 2:1 presenta una
vibracién de CH, a 2943 cm™! mds intensa respecto a la dextrina pura.

Tabla 4.3 Asignacién de sefiales de absorcion en los espectros Raman de las fibras
electrohiladas de DEX y PEO.

Ubicacion de

Muestra - 1 Tipo de vibracién/banda Observaciones (Referencia)
seial [cm™]
DEX 2943 Estiramiento asimétrico CH,
DEX 2910 Estiramiento simétrico CH;
DEX 1460 Seifial débil
DEX 1377,1343 Sefial doble amplia Regién huella dactilar
DEX 1085 Regién huella dactilar
DEX 862 (Kotzianova et al., 2015)
PEO 2950 Estiramiento asimétrico CH,
PEO 2884 Estiramiento CH,
PEO 1483, 1445 Seiial doble; flexion CH» (Elashmawi & H. Gaabour, 2015)
PEO 1445 Regién huella dactilar
PEO 1397 Regién huella dactilar
PEO 1280 Regién huella dactilar
PEO 1235 Torsién C-H Regién huella dactilar
PEO 1142 Vibracién CC-COC
PEO 1126 Vibracion CC-CH,
PEO 845, 861 Balanceo CH,

4.4.6 Estructura quimica por NMR de 'H y °C

El espectro de NMR de 'H de la dextrina (Figura 4.8a; 400 MHz, DMSO-ds, ppm)
muestra sefiales en 0 = 3.36, 3.46 y 3.62 ppm, asignados a los protones H-2, H-4 y H-3,5.,6
del anillo de anhidroglucosa respectivamente. El doblete en 0 = 5.45 y 5.55 ppm y la sefial
en & = 4.99 ppm se atribuyen a los protones anoméricos H-1 localizados en los enlaces (a-
14)y (a-1,6), respectivamente. Se calcul6 que la razén entre enlaces (a-1,6) y enlaces (a-
1,4) de la dextrina tiene un valor de 1.18, de acuerdo con las respectivas dreas de las sefiales
en el espectro NMR de 'H (Gidley, 1985). Este valor es evidencia del alto grado de
ramificacion presente en la muestra de dextrina usada en este trabajo.

El espectro NMR de *C con APT de la dextrina (Figura 4.8b; 400 MHz, DMSO-ds,
ppm) tiene dos sefales caracteristicas con fase positiva en & = 61.24 ppm debido al 4tomo de
carbono secundario del grupo CH,OH (C-6). Las sefales con fase negativa en 0 = 70.36,
72.45-73.71,76.93,79.95 ppm se atribuyen a los 4tomos de carbono como es el caso de CH
C-2, C-5, C-3 y C-4 sobre el anillo de glucosa, respectivamente, mientras que la regién de
tres sefales con fase negativa en 0 = 99.06-103.49 ppm estd asociada al carbono anomérico
C-1. El multiplete centrado en 6 = 39.8 ppm se debe a la presencia de impurezas parcialmente
no deuteradas del disolvente DMSO.

En conjunto, los anélisis por espectroscopias Raman, FTIR y NMR confirman las
interacciones moleculares en las microfibras de DEX/PEO (Figura 4.8d), considerando que
en las cadenas de dextrina conectadas por enlaces (a-1,4), los grupos hidroxilo en la posicién
C-6 (OH-6) forman puentes de hidrégeno mas favorablemente con los 4&tomos de oxigeno en
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los grupos éter del PEO, con respecto a los grupos hidroxilo en C-2 y C-3 (OH-2,3). Esto se
debe principalmente a la flexibilidad del grupo CH,OH, lo cual le permite extenderse hacia
la cadena de PEO. Estas interacciones intermoleculares estdn limitadas por la regioquimica
especifica de las subunidades de glucopiranosa, como se ha reportado anteriormente (Kondo
etal., 1994). La presencia de interacciones intermoleculares por puentes de hidrégeno entre
grupos de las cadenas poliméricas, asi como en un menor grado las interacciones débiles de
van der Waals, incrementan las propiedades de resistencia a la tension (Dhandayuthapani
et al.,2010).

(a)
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Figura 4.8 Espectros NMR de a) 'H y b) C APT de dextrina sin tratamiento previo en
DMSO-ds como disolvente. ¢) Estructura molecular de la unidad repetitiva de la dextrina
unida por enlaces glucosidicos tipo (a-1,4), con etiquetas sobre los dtomos de carbono,
siendo C-1 el carbono anomérico y C-6 el carbono secundario. d) Representacion de la
interaccion por puente de hidrégeno propuesta presente en las mezclas DEX/PEO. En las
cadenas de dextrina unidas por enlaces (a-1,4), los grupos hidroxilo en la posicién C-6 (OH-
6) establecen puentes de hidrogeno mds favorablemente con el 4&tomo de oxigeno en el grupo
éter del PEO que con los grupos hidroxilo en las posiciones C-2 y C-3 (OH-2 y OH-3),
principalmente debido a la flexibilidad del grupo CH,OH, la cual permite que se extienda
hacia la cadena de PEO (Kondo et al., 1994).

4 4.7 Andlisis uniaxial esfuerzo-deformacion de mallas fibrilares de DEX/PEO
Con el objetivo de examinar las propiedades mecanicas de las mallas fibrilares de

DEX/PEQ, se llevaron a cabo ensayos de esfuerzo-deformacion uniaxial para determinar el
modulo eldstico, la resistencia a la traccién y la deformacion a la carga maxima de las fibras
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hibridas y compararlos con los valores correspondientes de las fibras de PEO puro (Figura
4.9).
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Figura 4.9 Propiedades mecénicas de las mallas fibrilares electrohiladas de PEO puro y
mezclas DEX/PEO a diferentes proporciones, medidas con ensayos de tension uniaxial (*
indica p < 0.05; ** indica p < 0.01; pruebas ¢ desapareadas con correccién de Welch).

Las mallas fibrilares de DEX/PEO tuvieron valores promedio del médulo eléstico que
aumentaron al aumentar el contenido de PEO. El médulo eléstico promedio de las fibras con
mayor contenido de dextrina (mezcla 1:2) fue de 110 MPa, siendo superior al de fibras de
PEO puro (28 MPa). Las mallas con mezcla 1:1 mostraron casi el doble del médulo eldstico
de las fibras de PEO (46 MPa), mientras que la mezcla 2:1 mantuvo un médulo similar a las
fibras de PEO (24 MPa). En las fibras de mezclas DEX/PEQO, los dominios resultantes de
PEO cristalino se orientan tipicamente a lo largo del eje de la fibra a causa del alto nivel de
estiramiento que ocurre durante la formacién de fibras en el electrohilado, el cual es un
proceso altamente inductor de la cristalizaciéon en polimeros (Stephens et al., 2004). Al
aplicarle esfuerzo, el PEO probablemente se enreda con las cadenas dendriticas tipo cluster
de la dextrina, lo cual incrementa los médulos elésticos de las fibras hibridas por encima de
los de las fibras de PEO puro (Samanta et al., 2017). En cuanto a la resistencia a la traccion,
las mallas fibrilares hibridas no mostraron tener una relaciéon directa con el contenido de
PEOQ; por el contrario, presentaron una resistencia a la traccion maxima de 4 MPa para la
mezcla DEX/PEO 1:1. En esta proporcion, el médulo eléstico y la resistencia a la tracciéon de
las mallas de fibras hibridas aumentaron con respecto a las fibras de PEO puro.

Estas observaciones sugieren la presencia de un efecto sinergistico en el
comportamiento mecanico de las mallas fibrilares a base de mezclas DEX/PEO. Las mezclas
con mayor contenido de dextrina producen fibras menos resistentes y mas quebradizas, como
se observd para la mezcla 2:1 (Figura 4.9), puesto que hay una menor porcioén de regiones
amorfas resistentes y de dominios cristalinos rigidos de PEO. No obstante, en mezclas con
menor contenido de dextrina, los clusters o estructuras globulares de la dextrina pueden
dispersarse mds homogéneamente y actuar con mayor efectividad como sitios de
enredamiento durante el deslizamiento de cadenas de PEO, por tanto ddndoles a las fibras
hibridas un aumento de hasta cinco veces el médulo eldstico con una menor pérdida en la
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resistencia a la traccion. Este reforzamiento mecdnico sinergistico puede asociarse a fuerzas
focalizadas secundarias de atraccion y a puentes de hidrogeno intermoleculares formados
entre el polisacdrido y el polimero sintético, lo cual se ha reportado previamente en otros
sistemas de fibras poliméricas hibridas (Dhandayuthapani et al., 2010; Huang et al., 2001).

El desempeiio mecénico de las fibras de DEX/PEO con alta resistencia a la traccion
y alto médulo eldstico puede atribuirsele a la optimizacion de interacciones intermoleculares
entre la dextrina y el PEO, como se observé con ayuda de las espectroscopias FTIR y Raman.
En comparacion con las propiedades mecdnicas de las fibras de PEO puro, las fibras de
DEX/PEO mostraron un médulo eldstico equivalente (en el caso de la mezcla 2:1) o mayor
(para las mezclas 1:1 y 1:2), asi como una resistencia a la traccién equivalente (en la mezcla
2:1) o mayor (en las mezclas 1:1 y 1:2) y una menor deformacion a la carga méxima (Figura
4.9). En general, se encontr6 la mejor relacion entre el modulo eléstico y la resistencia a la
traccion en la proporciéon DEX/PEO 1:1, probablemente debido a que ésta es la proporcion
optima (dentro de las estudiadas en este trabajo) para la formacién de puentes de hidrégeno
entre la dextrina y el PEO, asi como la compensacién mutua entre la flexibilidad del PEO y
la resistencia al deslizamiento entre cadenas que la dextrina impone; todo esto en conjunto
permite que las fibras electrohiladas soporten un alto nivel de esfuerzo tensional y
elongacion. Ademads, los médulos eldsticos medidos para las fibras hibridas DEX/PEO estan
en el intervalo reportado de médulos eldsticos normales de piel humana, los cuales pueden
ser desde 73 + 16 MPa hasta 127 + 36 MPa dependiendo de la direccion de tensién con
respecto a la orientacién intrinseca de la piel, también conocida como lineas de Langer
(Gallagher et al., 2012; Luebberding et al., 2014). Como se observd en este trabajo, la
composiciéon de las mezclas DEX/PEO puede modificarse para modular el grado de
reforzamiento mecdnico sinergistico entre ambos componentes, por lo que las propiedades
mecdnicas de las mallas fibrilares de DEX/PEO pueden ajustarse para emparejar con las
propiedades especificas de un sitio de lesion de piel, lo cual tiene utilidad en el desarrollo de
andamios cutdneos hechos a la medida de diferentes regiones corporales (Luebberding et al.,
2014; Ottenio et al., 2015).

4.5 Conclusiones y perspectivas

El electrohilado de microfibras a base de mezclas de DEX/PEO se ha probado como
un proceso viable para la fabricacion de materiales biocompatibles de bajo costo y con
modulos eldsticos que caen en los intervalos correspondientes de la piel humana. Ademas, se
observé un efecto de reforzamiento mecdnico sinergistico que varié en magnitud con la
composicioén de las mezclas, lo cual probablemente tiene su origen en la capacidad de los
glébulos moleculares de dextrina de operar como sitios de enredamiento para las cadenas de
PEO cuando las fibras se estiran. A pesar de que normalmente un aumento en médulo eldstico
conlleva una pérdida de la tenacidad, el reforzamiento sinergistico que aqui se reporta
aumentd tanto la resistencia a la traccion como el mddulo eléstico de las mallas de fibras con
ambos polimeros, alcanzando una relacién 6ptima en la razén de pesos 1:1 para las mezclas
DEX/PEQO. A partir del desplazamiento observado de sefiales vibracionales de FTIR y Raman
asociadas a enlaces C—O-C en el PEO y a enlaces O-H en la dextrina, se confirmé la
aparicioén de interacciones intermoleculares favorables que promueven el enredamiento. El
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papel de la dextrina como fuente de enredamientos intermoleculares concuerda con el alto
grado de ramificacion determinado por espectroscopia NMR.

En general, este estudio se enfocd en evaluar el potencial de incluir dextrina en
polimeros microestructurados, con el objetivo de expandir el uso de estos materiales como
plataforma de liberacién de fairmacos y agentes bioactivos de alto peso molecular. Todavia
se requieren estudios adicionales para evaluar la capacidad de encapsulacion de farmacos en
andamios fibrilares a base de mezclas dextrina/polimero, asi como la cinética de liberacién
in vitro e in vivo de los sistemas farmaco/dextrina/polimero. No obstante, este primer estudio
de incorporacién de la dextrina en un andamio de fibras poliméricas es un paso prometedor
en esta direccion.

Con estos resultados, se validé el amplio potencial del electrohilado para la
fabricacién de fibras con didmetros micrométricos a partir de polimeros hidrosolubles, sean
naturales o artificiales. El uso de estas mallas fibrilares como vehiculos para la liberacién de
agentes bioactivos solamente requiere la disolucién o dispersion del agente en la disolucién
polimérica precursora, asi que la simplicidad de este proceso es de gran atractivo para esta
aplicacion. Ademads, la alta razén drea superficial-volumen de las microfibras electrohiladas
permitird una rapida disolucién del polimero y la correspondiente liberacién de su carga. Por
estas razones, se confirmo la seleccion del electrohilado como método de fabricacion de
vehiculos para la potencial liberacion tépica de agentes bioactivos para la regeneracion de
heridas cutdneas.
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Fabricacion por electrorrociado y microemulsion de microparticulas de
copolimero en bloque poli(e-caprolactona-etilenglicol) sintetizado por catalisis
enzimatica y su caracterizacion

5.1 Resumen de capitulo

En el campo de la nanomedicina se utiliza una gran variedad de métodos para producir
sistemas poliméricos novedosos de encapsulacion que sean capaces de almacenar y acarrear
moléculas bioactivas para su liberacion en dianas especificas minimizando las pérdidas en
actividad y cantidad. Estas técnicas siguen ajustdndose para optimizar la morfologia y tamafio
del acarreador y prevenir su eliminacion por parte del sistema inmune. En este capitulo se
comparan dos métodos para la formulacién de microparticulas con potencial para acarrear
moléculas bioactivas. A partir de un copolimero en bloque poli(e-caprolactona-etilenglicol)
(PCL-PEG400) sintetizado por polimerizacién enzimatica se obtuvieron microparticulas, ya
sea mediante el electrorrociado de wuna disolucion de PCL-PEG400 en N,N-
dimetilformamida, o bien mediante la técnica de microemulsion y evaporacién de disolvente
afadiendo una fase de PCL-PEG400 en acetona a una fase acuosa de poli(alcohol vinilico).
Ambos métodos produjeron microparticulas, segin lo observado por FESEM. El
electrorrociado gener6 una capa uniforme de particulas con superficies lisas y didmetros de
alrededor de 5-10 um, evitando la formacién de aglomerados de mayor tamafio. Por su parte,
la técnica de microemulsién produjo particulas esferoides con didmetros de 1 a 5 um,
superficies rugosas y algunos aglomerados. El polimero PCL-PEG400 sin tratamiento previo
fue analizado por espectroscopias ATR-FTIR y NMR, confirmando asi la presencia de PCL
y PEG. El andlisis térmico mediante TGA y DSC mostré diferencias considerables entre las
temperaturas de descomposicién y de fusion del copolimero PCL-PEG400 y la PCL de
referencia, debido a las diferencias de peso molecular y composiciéon. Ambas técnicas de
fabricacién dieron como resultado didmetros de particula y texturas con diferencias
importantes, lo cual podria favorecer o entorpecer la captacién celular de las particulas y la
eliminacion por el sistema inmune. Aunque todavia son necesarios estudios adicionales para
evaluar estos efectos, los resultados aqui reportados del tamaiio y morfologia de las particulas
sugieren que la técnica de electrorrociado tiene mayor potencial para aplicaciones en
nanomedicina.

5.2 Contexto

Las polilactonas son poliésteres de gran interés para aplicaciones en ingenieria de
tejidos y entrega de farmacos, especialmente por su alta biocompatibilidad, baja toxicidad,
baja inmunogenicidad y su biodegradabilidad, la cual se ha estudiado ampliamente. En
particular, la poli(e-caprolactona) (PCL) ha surgido como un polimero biocompatible de alta
popularidad aprobado por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) de los
Estados Unidos de América para su uso en una amplia gama de dispositivos médicos y
farmacéuticos, incluyendo apdsitos para heridas cutdneas, suturas reabsorbibles, sistemas de
liberacion controlada de farmacos y andamios celulares sintéticos. La PCL ha tenido
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preferencia sobre otros polimeros biocompatibles en aplicaciones que requieren una
estabilidad duradera, puesto que su degradacion ocurre en periodos mas largos (2-3 afios)
que para los polimeros con base en poli(dcido glicélico) o poli(dcido lactico) (Kobayashi,
2015). La degradacién de la PCL semicristalina ocurre principalmente mediante la hidrélisis
de sus enlaces éster; por tanto, un dispositivo implantado a base de PCL experimenta un
periodo inicial de hidratacion, seguido del comienzo de la degradacién de cadenas
poliméricas (Woodruff & Hutmacher, 2010). No obstante, debido a su carédcter hidrofébico,
la PCL a menudo genera una baja adhesion celular, ya que ésta normalmente requiere
interacciones electrostdticas favorables de la membrana celular o la matriz extracelular con
la superficie del sustrato polimérico. Como resultado, para las aplicaciones biomédicas en
las que un alto grado de adhesién celular es esencial, generalmente se llevan a cabo
tratamientos superficiales que aumenten la hidrofilicidad de la PCL, como la oxidacién con
plasma (Yan etal., 2013), la oxidacién en disoluciones alcalinas, el procesamiento y
mezclado con polimeros hidrofilicos o proteinas (Guarino et al., 2011) y la funcionalizacién
con grupos hidrofilicos o cadenas laterales que generen un polimero anfifilico (C. S. Wu,
2005).

Es comun que las polilactonas y sus copolimeros con aplicaciones en ingenieria de
tejidos y liberacion de farmacos sean sintetizadas mediante polimerizacién por apertura de
anillo (ROP) a partir de ésteres ciclicos (lactonas) usando catalizadores metdlicos,
especialmente el 2-etilhexanoato de estafio(I), Sn(Oct), (Hwang et al., 2005). Aunque los
catalizadores con base de estaio estdn aprobados por la FDA, atin deben realizarse estudios
adicionales sobre los efectos a largo plazo de la liberacion de trazas de iones estafio en el
polimero producto, poniendo en riesgo la seguridad de su uso en dispositivos biomédicos.
Ademads de no ser un ion fisioldgico, el estafio(I) tiene efectos negativos sobre la funcién de
algunas enzimas y receptores, mostrando citotoxicidad y genotoxicidad segin diversos
estudios con cultivos celulares (Dantas et al., 2002; Schlueter et al., 2016; Viau et al., 2009).
Por tanto, ante los riegos atin desconocidos del uso de catalizadores con base de estaiio para
la sintesis de polimeros, particularmente para aplicaciones biomédicas, la catélisis enzimatica
representa una alternativa prometedora para la sintesis por ROP de polilactonas libres de
trazas de iones Sn**.

Dentro de las enzimas ttiles en este contexto, muchas lipasas y algunas
carboxilesterasas tienen actividad hidrolitica sobre los enlaces éster, por lo que pueden tanto
sintetizar como degradar poliésteres alifiticos como la PCL (Almeida etal., 2019),
comenzando ya sea a partir de mondmeros puros o bien afadiendo alcoholes como
iniciadores (Kobayashi, 2015). La ROP por biocatdlisis puede llevarse a cabo usando lipasas
libres en disolucidn, lo cual produce PCLs de bajo peso molecular debido a la actividad doble
de sintesis y degradacion de la enzima (Barrera-Rivera et al., 2006); o bien, usando lipasas
inmovilizadas en alguna matriz, lo cual mitiga la degradacion enzimética de las cadenas
poliméricas y aumenta el peso molecular de la PCL y la conversién del monémero (Oztiirk
Diigkiinkorur et al., 2014; Sandoval et al., 2010). La inmovilizacién permite una dispersion
adecuada y reutilizacién de la lipasa, ademés de favorecer su estabilizacidén y activacién
(Sheldon, 2007).
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En el drea de liberacién de fairmacos y nanomedicina, los copolimeros en bloque de
PCL con polietilenglicol (PEG) han sido de gran interés, especialmente por su capacidad de
autoensamblarse en micelas o polimerosomas a bajas concentraciones (Hu et al., 2017), para
producir portadores de farmacos con mejor capacidad de penetracion celular y liberacion
controlada (Deng et al.,2014; Gou et al., 2009). Ademas, se ha reportado que los copolimeros
en bloque de PCL-PEG en altas concentraciones son capaces de formar hidrogeles
termosensibles con entrecruzamiento fisico a partir de disoluciones acuosas, esto debido a
que presentan transiciones sol-gel en un intervalo de temperaturas entre 35—45 °C segun el
peso molecular y la concentracion del copolimero en disolucién (Gong et al., 2009; Steinman
et al., 2020). Estos hidrogeles termosensibles representan una alternativa para vehiculos
inyectables de farmacos, ya que a temperatura ambiente se encuentran en un estado sol
facilitando la incorporacion con el farmaco y su posterior administracién, mientras que a 37
°C (la temperatura normal del cuerpo humano) cambian de fase a un estado de gel
prolongando el periodo de liberacién del farmaco en el sitio de aplicacién. Ademads, se ha
descrito que los hidrogeles a base de PCL-PEG presentan la propiedad de tixotropia o
adelgazamiento por esfuerzo cortante (Steinman et al., 2020), es decir, experimentan una
reduccién en el médulo de almacenamiento y un aumento en el médulo de pérdida debido a
una transicion temporal gel-sol que puede explicarse por la disociacién temporal de los sitios
de entrecruzamiento fisico en la red polimérica. Se ha reportado el uso de hidrogeles
termosensibles de copolimeros en bloque de PCL-PEG como vehiculo inyectable de
proteinas (Ma etal., 2010), vehiculo inyectable de coldgeno e hidroxiapatita para
regeneracion 6sea (Fu et al., 2012), vehiculo inyectable para liberacion controlada de factores
de crecimiento (Q. Wu et al.,2012) y vehiculo de diclofenaco en gotas para liberacién ocular
(Luo etal., 2016). En este capitulo se reporta la fabricacién y caracterizacion de
microparticulas mediante electrorrociado y microemulsion a partir de una mezcla de
copolimeros en bloque PCL-PEG/PCL-PEG-PCL sintetizados por ROP libre de disolvente
catalizada enzimdticamente.

5.3 Materiales y métodos
5.3.1 Materiales

En este estudio, se utiliz6 una mezcla de dioles de poli(e-caprolactona-etilenglicol)
a,m-telequélicos dibloque y tribloque (PCL-PEG400) sintetizados a partir de e-caprolactona
(e-CL) como mondmero y poli(etilenglicol) (PEG) de peso molecular (MW) = 400 Da como
iniciador mediante polimerizacion por apertura de anillo (ROP) libre de disolvente y
catalizada enziméaticamente por la lipasa extracelular 2 de Yarrowia lipolytica (YLL) (Figura
5.1), como se ha reportado previamente (Barrera-Rivera et al., 2012; Barrera-Rivera &
Martinez-Richa, 2018; Sandoval et al., 2010). En resumen, se obtuvo la YLL como una
disolucion sobrenadante con una concentracion de 0.1568 mg mL! a partir de un cultivo de
Y. lipolytica. Posteriormente la YLL fue inmovilizada sobre perlas esféricas Lewatit® VP
OC 1026 (Lanxess, Colonia, Alemania) a base de resina de poliestireno entrecruzado con
divinilbenceno y funcionalizado con grupos de bencilamina (amina primaria) con tamaiio de
particula en el intervalo 0.315-1.25 mm y tamafio de poro promedio de 25 nm. Se agit6 la
disolucion de YLL (15 mL) con 1 g de perlas previamente activadas en etanol en un agitador
rotatorio a 4 °C por 24 h. Se filtré la disolucién, se lavaron las perlas con agua destilada y se
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secaron al vacio a temperatura ambiente (alrededor de 23 °C). La sintesis de PCL-PEG400
por ROP en bulto (libre de disolvente) catalizada por YLL se llevé a cabo mezclando €-CL
(10 mmol) y PEG (1 mmol; MW = 400 Da) en un vial seco, afiadiendo 12 mg de YLL
inmovilizada y permitiendo el avance de la reaccion a 120 °C por 6 h sin usar atmdsfera
inerte. El producto fue una cera suave que posteriormente se disolvid en cloroformo y se
filtr6 con un filtro de vidrio sinterizado de 10—15 pm para retirar la enzima inmovilizada. El
polimero se sec6 a 70 °C al vacio por 12 h y se almacend a temperatura ambiente en un
desecador. El producto PCL-PEG400 fue obtenido como una mezcla de dioles PCL-
PEG/PCL-PEG-PCL a razén de 44:56 con M, = 1211 Da (determinado por 'H NMR), M, =
1120 Da (determinado por MALDI), M, =4083 Da y M,,/M, = 1.163 (determinado por GPC).
La e-CL, el PEG400, la N ,N-dimetilformamida (DMF; anhidro, > 99.8%), la acetona (grado
ACS,=99.5%), el poli(alcohol vinilico) (PVA; M,, = 31-50 kDa, grado de hidrélisis de 98—
99%) y la PCL de referencia (M, promedio = 80 kDa) fueron todos de grado reactivo,

adquiridos de Sigma-Aldrich y usados sin tratamientos previos.
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Figura 5.1 Esquema de sintesis del copolimero en bloque PCL-PEG400 por catalisis
enzimdtica libre de disolvente en perlas macroporosas de resina. ROP: polimerizacién por
apertura de anillo.

5.3.2 Caracterizacion quimica y térmica de PCL-PEG400
Se evalué el contenido quimico del copolimero PCL-PEG400 sin tratamiento previo,

de las microparticulas electrorrociadas y de un homopolimero de PCL sintetizado por
catélisis metédlica como referencia, usando espectroscopia infrarroja por transformada de
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Fourier con reflectancia total atenuada (ATR-FTIR). Se recolectaron los espectros ATR-
FTIR con un espectrémetro Nicolet 6700 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA)
acoplado con un accesorio ATR de diamante Smart Orbit, adquiriendo un promedio de 64
barridos con resolucién de 1 cm! en el intervalo del infrarrojo cercano (400-4000 cm™). Los
datos de FTIR fueron procesados en el software OMNIC 9 (Thermo Fisher Scientific).

Para corroborar la estructura molecular del copolimero PCL-PEG400, se registraron
sus espectros de NMR de protén ("H), asi como de carbono con una secuencia de andlisis de
protones enlazados (attached proton test, >*C-APT), ambos a 23 °C usando un espectrometro
Avance III HD de 400 MHz (Bruker), equipado con una sonda de disoluciones tipo BBI con
gradiente en Z. Se disolvieron 50 mg de PCL-PEG400 sin tratamiento previo en cloroformo
deuterado (CDCl;, pureza 99.5%; Sigma-Aldrich) como disolvente y se transfiridé la
disolucién a un tubo de 5 mm para obtener los espectros de 'H y de '*C. Como referencia se
obtuvieron los espectros NMR de 'H y '*C de una PCL sintetizada por catdlisis con Sn,(Oct)
(M, = 80 kDa; Sigma-Aldrich), utilizando el mismo equipo, sonda y método de preparacién
de muestra. Todos los espectros de NMR fueron procesados con el software MestReNova 12
(Mestrelab Research, Espaina).

Se realizaron andlisis térmicos del copolimero PCL-PEG400 mediante anélisis
termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC). El andlisis de TGA se
realiz6 para verificar la estabilidad y degradacion térmica y la variacion de masa al aumentar
la temperatura, usando un analizador Q5000-IR (TA Instruments, New Castle, DE, EUA).
Una muestra de 7.8 mg fue calentada a 10 °C min' de 23 °C hasta 450 °C sobre un
portamuestra de platino bajo atmdsfera de nitrégeno. Por su parte, el andlisis de DSC tuvo
como objetivo determinar el punto y la entalpia de fusion y la temperatura de transicidn vitrea
(Tg) del copolimero PCL-PEG400. Se realizé en un calorimetro Q2000 (TA Instruments,
New Castle, DE, EUA) usando un portamuestras de aluminio bajo atmdsfera de nitrégeno.
Una primera muestra se analizé de -90 °C a 150 °C con una velocidad de calentamiento de
10 °C min™', pero en esta corrida no fue posible resolver la transicion vitrea en el termograma
debido a que el calentamiento lento permite la relajacién paulatina de las cadenas
poliméricas, resultando en la ausencia de cambios en el flujo de calor durante la transicién
vitrea. Por esto, se analizé una segunda muestra del polimero en el mismo intervalo de
temperaturas cambiando la velocidad de calentamiento a 20 °C min!. Como referencia, se
analiz6 también una muestra de PCL sintetizada por catdlisis con Sn,(Oct) (M, = 80 kDa;
Sigma-Aldrich). Esta PCL de referencia fue analizada bajo atmdsfera de nitrégeno, tanto por
TGA (tasa de calentamiento = 10 °C min') como por DSC (tasa de calentamiento = 10 °C
min'). Todos los termogramas de TGA y DSC fueron procesados en el software Advantage
5 (TA Instruments).

5.3.3 Fabricacion de particulas electrorrociadas de PCL-PEG400

Se preparé una disolucién de PCL-PEG400 al 12% p/v en DMF en un vial seco;
posteriormente se mantuvo en agitacion magnética por 1 h y se electrorrocié usando un
dispositivo personalizado. La disolucién fue inyectada con una bomba programable para
jeringa NE-1000 (New Era Pump Systems, Farmingdale, NY, EUA) a través de un capilar
de acero inoxidable con punta roma de calibre 22G usando un flujo de inyeccién de 0.04 mL
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h'. Se utiliz6 una fuente de poder (Gamma High Voltage Research, Ormond Beach, FL,
EUA) para aplicar una diferencia de potencial de 17 kV sobre el capilar. Como colector se
uso una placa de aluminio de 8 x 8 cm conectada a tierra fisica colocada a 10 cm de la punta
del capilar dentro de una cdmara aislada de deposicién, en la cual la atmésfera se mantuvo a
una humedad relativa < 10% y un intervalo de temperaturas de 22-26 °C.

5.34 Fabricacion de particulas de PCL-PEG400 por microemulsion

Se prepar6 una fase organica disolviendo 5 g de PCL-PEG400 en 25 mL de acetona
y agitando por 40 min a temperatura ambiente. Se prepar6 una fase acuosa mezclando 5 mg
de PVA como agente tensoactivo en agua destilada a 80 °C y en agitacion por 1.5 h hasta
disolver completamente. La disoluciéon de PVA se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se
afadi6 la fase orgdnica gota a gota a la fase acuosa y se mantuvo en agitacién constante por
7 dias para permitir la evaporacion completa de la acetona. Las microparticulas obtenidas
fueron recolectadas mediante centrifugacion a 2717xg en una centrifuga 5810R (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) y secadas a temperatura ambiente hasta tener peso constante.

5.3.5 Caracterizacion morfologica de particulas de PCL-PEG400

Se evalud la morfologia de las microparticulas de PCL-PEG400 fabricadas por
electrorrociado y por microemulsion mediante microscopia electrénica de barrido por
emision de campo (FESEM). Las micrografias de FESEM se obtuvieron con un microscopio
electrénico de barrido por emision de campo tipo Schottky JSM-7800F (JEOL, Tokyo,
Japon) con un voltaje de aceleraciéon de 10 kV y una maxima amplificacién de 5000x. Previo
al andlisis por FESEM, las muestras de microparticulas recién recolectadas se dejaron secar
al aire hasta tener un peso constante, se fijaron sobre portamuestras con cinta de carbono
eléctricamente conductora y se recubrieron con una capa delgada de oro mediante
pulverizacion catddica al vacio, también conocido como sputtering.

5.4 Resultados y discusion

54.1 Andlisis espectroscopico por ATR-FTIR y NMR

Con el objetivo de corroborar que el proceso de electrorrociado no altera los grupos
funcionales del copolimero, se analizaron por espectroscopia ATR-FTIR el PCL-PEG400
electrorrociado, el PCL-PEG400 sin tratamiento previo y una PCL de alto peso molecular
como referencia (Figura 5.2). Los espectros de PCL-PEG400, tanto electrorrociado como
sin tratamiento previo, muestran las sefiales de absorcidn caracteristicas de la PCL (Tabla
5.1). Resaltan las sefales a 2950 y 2898 cm! debidas al estiramiento de metileno de tipo
asimétrico y simétrico, respectivamente; la sefial intensa a 1724 cm! debida al estiramiento
del grupo carbonilo del poliéster y el grupo de sefiales de huella dactilar de la PCL debidas a
distintos modos vibracionales del metileno en el intervalo de 900—1500 cm™'. Sin embargo, a
diferencia del homopolimero de PCL referencia, los espectros de PCL-PEG400 presentan de
manera adicional una sefial ancha en el intervalo 3150-3650 cm! debida a los grupos
terminales hidroxilo en el copolimero, siendo la intensidad de esta sefial un indicador del
relativamente bajo peso molecular del copolimero.
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Figura 5.2 Espectros ATR-FTIR del copolimero PCL-PEG400 sintetizado por catalisis
enzimatica, tanto sin tratamiento previo (PCL-PEG) como electrorrociado en microparticulas

(PCL-PEG pP). Se incluye el espectro de una PCL sintetizada por catdlisis metdlica como
referencia (PCL virgen; M, = 80 kDa; Sigma-Aldrich).

Tabla 5.1 Asignacion de sefiales de absorcidn en los espectros ATR-FTIR de PCL-PEG400,
PCL-PEG400 electrorrociado y PCL de referencia, segtin las contribuciones de cada bloque
polimérico.

Ubicacién de

Bloque o 1 Tipo de vibracién Grupo funcional (Referencia)
seial [cm]

PCL 2950 Estiramiento C-H —CH,— (Phillipson et al., 2014)
asimétrico en fase amorfa

PCL 2898 Estiramiento C-H —CH,— (Phillipson et al., 2014)
simétrico en fase cristalina

PCL 2870 Estiramiento C-H —CH,— (Phillipson et al., 2014)
simétrico en fase amorfa

PCL 1724 (intenso) Estiramiento C=0 C—C(=0)-0O-C (Coleman & Zarian, 1979;
en fase cristalina Phillipson et al., 2014)

PCL 1476 Tijereteo —CH>— —CH,— (Phillipson et al., 2014)

PCL 1422, 1400, 1368 Aleteo —CH— —CH>— (Phillipson et al., 2014)

PCL 1296 Estiramientos C-O y C-C Ester (Elzein et al., 2004)

PCL 1242 Estiramiento asimétrico C—C(=0)-O-C (Elzein et al., 2004; Lin-
C-0-C Vien, 1991, p. 487)

PCL 1168 (intenso) Estiramiento simétrico C—C(=0)-O-C (Elzein et al., 2004; Lin-
C-0-C Vien, 1991, p. 487)

PCL 1111, 1068, 1050 Deformacion —-CHo— —CH,— (Phillipson et al., 2014)

PCL 960 Deformacion C-O—; C-C(=0)-O-C (Phillipson et al., 2014)
torsion —CH,—

PCL 839 Balanceo —CH,—

PCL 731 Balanceo -CH,— (Lin-Vien, 1991, p. 485)

PCL 584 Deformacién —CH,—
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PEG 3650-3150 Estiramiento O-H —OH terminal
(amplio)
PEG 1476 Tijereteo —CH>— (Vrandeci¢ et al., 2010)
PEG 1242 Torsién —CH,— (Vrandeci¢ et al., 2010)
PEG 1200-950 Deformaciones —-CH»—; (Vrandeci¢ et al., 2010)
estiramientos C-O y C-C
PEG 960 Torsiéon —CH,—; (Phillipson et al., 2014; Vrandecié et al.,
estiramiento C-O 2010)
PEG 839 Balanceo —CH,— (Vrandeci¢ et al., 2010)
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Figura 5.3 a) Estructura molecular del copolimero PCL-PEG400 tribloque (PCL-PEG-PCL)
y dibloque (PEG-PCL). Espectros NMR de b) 'H y c¢) 3C-APT del copolimero PCL-PEG400
(CDCl;, 400 MHz) con las sefiales asignadas a los 4tomos correspondientes.
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Por su parte, a partir de los espectros de NMR de 'H y '*C del copolimero PCL-
PEG400 (Figura 5.3), se asignaron las sefales a cada uno de los nicleos correspondientes a
las unidades repetitivas de los polimeros, usando la posicién de las sefales por correlacion
con la magnitud de desproteccién por dtomos electronegativos cercanos. Se asigné la
posicion de la sefial debida al cloroformo disolvente (CDCl;) y sus impurezas no deuteradas,
siguiendo lo reportado por la literatura (Gottlieb et al., 1997), es decir, un singulete en 0 =
7.28 ppm para el espectro de 'H (Figura 5.3b) y un triplete centrado en 6 = 77.7 ppm para
el espectro de *C (Figura 5.3¢). Por tltimo, se observé que tanto los espectros medidos de
PCL-PEG400 como sus asignaciones estdn en acuerdo con reportes previos de la sintesis de
copolimeros PCL-PEG (Barrera-Rivera et al., 2012).

54.2 Andlisis térmico del copolimero PCL-PEG400 por TGA y DSC

En un inicio, se realiz6 la prueba de DSC con una rapidez de calentamiento de 10 °C
min! para la muestra de PCL, pero en ésta no se observo la transicion vitrea, por lo que se
repitio la prueba a 20 °C min™!, lo que si permiti6 observarla (Figura 5.5). Esto se debi6 a la
relajacién molecular que experimenta el polimero cuando se le calienta a una baja velocidad.
En cambio, con una mayor rampa de calentamiento, el polimero cinéticamente no tiene tanta
oportunidad de relajarse durante la transicion vitrea, por lo que fue posible observar su
cambio de absorcién de calor y su transicion vitrea en el termograma de DSC.

Los grados de cristalinidad (%c) de las muestras de PCL y PCL-PEG400 se calcularon
a partir de la siguiente expresion (Gupta et al., 2012):

AHp,

%c = x 100 (Ecuacion 5.1)

m,crist

La Ecuacion 5.1 para calcular el grado de cristalinidad no depende del calor de fusion
del polimero amorfo, sino s6lo del polimero 100% cristalino (AHm crist) y de la muestra (AHm).
El grado de cristalinidad de la PCL calculado de 75.1% (Tabla 5.2) estd dentro de los
intervalos reportados (Wypych, 2016). Ademas, su alta cristalinidad esta de acuerdo con el
alto peso molecular (80 kDa) de la muestra de PCL. No fue posible calcular el grado de
cristalinidad de la PCL-PEG400, ya que no se tiene un valor referencia para el calor de fusién
del copolimero cristalino seglin la contribucidon de cada bloque polimérico a la cristalinidad
total.
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Figura 5.4 Termogramas de TGA del copolimero PCL-PEG400 y el polimero PCL de
referencia (M, = 80 kDa; Sigma-Aldrich), mostrando las temperaturas umbral (onset) de
degradaciodn, las temperaturas para un peso de 90% y los pesos de residuo a 500 °C.
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Tabla 5.2 Resultados de analisis térmico por TGA y DSC de PCL y PCL-PEG400.

Polimero T, [°C] Tw [°C] Tq [°C] AH,, [J g] 9o c
PCL -54.8 62.5 367 107.5 75.1
PCL-PEG400 -67.2 542 267 80.7
PCL (literatura) -60 —-72 * 58 —63 * 139.5 57-76 %
PEG (literatura) 188.4 §

T,: temperatura de transicién vitrea en punto medio; Tw: temperatura de fusién umbral; Tqa: temperatura de
descomposicion umbral; AHy,: calor de fusion; %c: grado de cristalinidad.

* Obtenido de (Wypych, 2016).

T Para PCL con 100% de cristalinidad; obtenido de (Gupta et al., 2012).

§ Para PEG con 100% de cristalinidad; obtenido de (Li et al., 2013).

La muestra de PCL tuvo una temperatura de descomposicion de 367 °C, la cual es
100 °C mayor que la de PCL-PEG400 (Tabla 5.2). Esto se puede relacionar con la alta
cristalinidad de la PCL, principalmente por ser un homopolimero de alto peso molecular
respecto a PCL-PEG400. Su cardcter homopolimérico le permite a PCL cristalizar hasta un
grado mayor, mientras que la PCL-PEG400 contiene bloques con poca afinidad quimica y
miscibilidad entre si, dificultando la organizacion periddica de las cadenas poliméricas y
reduciendo el tamafio de las regiones cristalinas. Esta reduccion en la cristalinidad de la PCL-
PEG400 se refleja en el bajo calor de fusion medido por DSC respecto a los valores
correspondientes de los homopolimeros 100% cristalinos (Tabla 5.2). A su vez, la baja
cristalinidad de la PCL-PEG400 facilita su descomposicion a menores temperaturas que el
homopolimero PCL, ya que se necesita menor energia térmica para romper las atracciones
intra- e intermoleculares de PCL-PEG400.

Debido a la alta cristalinidad de PCL es que sus temperaturas de fusion y transicion
vitrea son mayores que en PCL-PEG400 (Tabla 5.2). Nuevamente, se requiere mayor energia
térmica para cambiar el régimen de vibracion molecular (en el caso de la transicion vitrea) y
para vencer las atracciones intermoleculares (en el caso de la fusion). Ademas, se puede
relacionar el alto peso molecular de PCL con su alta cristalinidad: las cadenas de gran
longitud tienen mayor oportunidad de formar dominios cristalinos de mayor extension que
en cadenas cortas. Por tanto, una PCL de alto peso molecular tiende a alcanzar mayor grado
de cristalinidad, aunque esto también depende de la historia térmica y el procesamiento.

54.3 Morfologia de las microparticulas de PCL-PEG400 producidas por
electrorrociado y microemulsion

Con el objetivo de evaluar la capacidad de la técnica de electrorrociado para la
produccién de microparticulas con polimeros diversos, se deposité PCL-PEG400 por
electrorrociado y se compar6 la morfologia de las particulas resultantes con las producidas
por microemulsién, una técnica popular para producir microparticulas poliméricas.
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Figura 5.6 Micrografias de FESEM de microparticulas del copolimero PCL-PCL400
producidas por a) electrorrociado y b) microemulsion.

Ambos métodos produjeron microparticulas, segtin lo observado por FESEM (Figura
5.6). La técnica de electrorrociado gener6 una capa uniforme de particulas de PCL-PEG400
con superficies lisas y didmetros de alrededor de 5-10 um (Figura 5.6a). La deposicion de
las particulas sobre una placa colectora permitié evitar la formacién de aglomerados de
mayor tamaifio. Por su parte, la técnica de microemulsién produjo particulas esferoides con
didmetros de 1 a 5 pm y superficies rugosas (Figura 5.6b). Debido a que las particulas
debieron centrifugarse para su recoleccion y observacién mediante microscopia electrénica,
se encontr6 la formacién de algunos aglomerados de particulas, asi como la posible
acumulacién de PVA durante el secado del material precipitado por centrifugacion.

5.5 Conclusiones y perspectivas

Las diferentes técnicas de fabricacion dieron como resultado didmetros de particula y
texturas con diferencias importantes, lo cual podria favorecer o entorpecer la captacion
celular de las particulas y la eliminacién por el sistema inmune. Aunque todavia son
necesarios estudios adicionales en cultivos celulares in vitro para evaluar estos efectos, los
resultados aqui reportados del tamafio y morfologia de las particulas sugieren que la técnica
de electrorrociado tiene mayor potencial para aplicaciones en liberacion guiada de agentes
bioactivos o para mejorar la dispersabilidad de fArmacos con baja hidrosolubilidad.

En el futuro, se buscard mejorar los procesos de recoleccion de particulas producidas
tanto por electrorrociado como por microemulsion. Para el electrorrociado, se recomienda
hacer la coleccién de particulas directamente en un bano de liquido no disolvente, por
ejemplo, etanol. El copolimero es una cera suave, por lo que no es posible separar con
facilidad el material depositado de la placa colectora sin alterar su micromorfologia. Por
tanto, la coleccidn de particulas en un bafio de no disolvente evitard la obtencidn de particulas
fusionadas entre si, a diferencia de la recoleccién sobre una placa conductora, la cual es
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comun en las técnicas de electrohilado y electrorrociado. En el caso de la microemulsion, se
recomienda hacer un andlisis de las micelas/particulas obtenidas directamente de la
disolucion del copolimero en agua sin aditivo estabilizador o tensoactivo. Esto reducird la
posibilidad de aglomeracion de particulas durante la centrifugacion. Queda atin por evaluar
la capacidad del copolimero en bloque aqui reportado para ser usado en sistemas
termosensibles basados en hidrogeles, por ejemplo, para la formulaciéon de un gel para la
administracion topica de proteinas.

El trabajo reportado en este capitulo permitié validar el electrorrociado como una
técnica de facil acceso para la produccion de microparticulas poliméricas, incluso a base de
polimeros con diferentes tipos de afinidad, como lo fue en el caso del copolimero anfifilico
PCL-PEG. En este caso, se obtuvieron microparticulas en el intervalo de 5-10 pm; no
obstante, es posible modular el tamafio de particula electrorrociada ajustando la viscosidad y
la concentracién de la disolucién polimérica precursora. Con estos resultados, se procedié a
evaluar el potencial del electrorrociado como método de microencapsulacién de agentes
bioactivos para su liberacién controlada.
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Encapsulacion de lactoferrina bovina en microparticulas de acido poli(lactico-
co-glicolico) mediante electrorrociado de disoluciones no emulsificadas y su
caracterizacion como sistemas de liberacion controlada

6.1 Resumen de capitulo

La actividad farmacolégica de algunas moléculas bioactivas puede disminuir por
exposicion a condiciones degradantes hidroliticas, enzimdticas o de pH en el ambiente
fisiol6gico de la via de administracion. El 4cido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA) es un
candidato prometedor para la formulacién de vectores de entrega de farmacos, puesto que es
un polimero sintético biodegradable y biocompatible aprobado por la Administracién de
Medicamentos y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos de América. Este polimero es
usado en la produccién de sistemas de encapsulacion y transporte de moléculas bioactivas,
con el fin de que alcancen su diana terapéutica evitando pérdidas en su cantidad o actividad.
Con base en esto, en este capitulo se reporta la encapsulacion de lactoferrina bovina (bLf) en
microparticulas de PLGA con didmetros por debajo de los 300 nm producidas por
electrorrociado de disoluciones no emulsificadas, técnica que permitié la formulacién de
microparticulas altamente monodispersas cargadas con proteina sin la necesidad de un medio
liquido bifdsico. Las microparticulas de PLGA y PLGA/bLf fueron caracterizadas por
microscopia electréonica de barrido, calorimetria diferencial de barrido, andlisis
termogravimétrico y dispersion dindmica de luz. El andlisis con espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier confirmé la presencia de bLf en las particulas.

Colector

v

Suspensién de proteina
en solucién de polimero Liberacion in vitro en

condiciones simuladas

~

Bomba de jeringa Particulas : Y Modelos de cinética
electrorrociadas el _s Pl de liberacién

Figura 6.1 Esquema grifico del proceso de encapsulaciéon de bLf en particulas
electrorrociadas de PLGA y la caracterizacion in vitro de su cinética de liberacion.
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El perfil de liberacion de proteina fue evaluado in vitro a 37 °C en disolucién salina
isoténica al 0.9% y ajustado a un modelo Peppas-Sahlin, lo cual revel6 que las particulas de
PLGA modulan la liberacién de bLf principalmente mediante difusion no fickiana. Estos
resultados muestran a la técnica de electrorrociado de disoluciones no emulsificadas como
apropiada para producir microparticulas poliméricas monodispersas cargadas con proteina
que presentan liberaciéon prolongada. Estos acarreadores de bLf puede potencialmente
otorgar proteccion duradera contra condiciones fisioldgicas desnaturalizantes y eliminacion
por parte de células inmunes, justificando asi la realizacion de estudios con cultivos celulares
y modelos animales.

6.2 Contexto

En las dreas farmacéutica y de biomedicina, los materiales micro- y nanoestructurados
han sido dttiles para desarrollar sistemas de transporte y proteccién de medicamentos,
péptidos, antigenos e incluso células, con el objetivo de mantener su actividad terapéutica y
viabilidad y reducir las tasas de degradaciéon o metabolizacién antes de que el agente
terapéutico llegue a su diana terapéutica o sitio de accién. Entre los factores limitantes para
la actividad de algunos agentes bioactivos se encuentran la baja estabilidad en el ambiente
de administracion; la existencia de barreras que dificultan la absorcién, como la mucosa
gastrointestinal (Ensign et al., 2012) y la barrera hematoencefélica (Abbott, 2013); y la baja
solubilidad o biodisponibilidad en el ambiente fisioldgico. Por lo tanto, es esencial incluir en
el disefio de agentes terapéuticos no so6lo el sitio de accidn, sino también la forma de
administraciéon y transporte, para tener mayor control sobre el comportamiento
farmacocinético.

Ante este reto, las estructuras poliméricas representan una plataforma versatil para la
encapsulacion, proteccion y liberacién controladas, dado que pueden adquirir diferentes
morfologias debido a sus propiedades macromoleculares fisicas y quimicas, sus capacidades
de autoensamblaje y, de manera importante, la gran variedad de técnicas para su preparacion.
La naturaleza quimica y el tamafio molecular de la especie encapsulada determinara el
procedimiento de formulacién y el polimero a utilizar. Algunos ejemplos de morfologias
poliméricas usadas para el transporte molecular, disefiadas segtn las necesidades especificas
de la aplicacion o via de administracion, son los hidrogeles (Fang et al., 2018), las micelas
(Rosler et al., 2001), los complejos polimero-farmaco (Lakkakula & Macedo Krause, 2014),
las mallas fibrilares (Rodriguez-Zamora et al., 2019; Torres-Martinez et al., 2019) y los
polimeros injertados tipo peine (Flores-Rojas et al., 2020; Nalam et al., 2017).

En particular, las cdpsulas o particulas poliméricas pueden alcanzar tamafios micro-
y nanométricos seguin la técnica de procesamiento elegida (Rao & Geckeler, 2011),
permitiéndoles asi evadir algunas de las barreras fisicas y fisioldgicas presentes dentro del
huésped, alcanzar su diana y aumentar la captacion celular del agente bioactivo. En muchos
métodos para la fabricacion de particulas cargadas con medicamentos, es necesaria la
solubilidad del farmaco en el medio polimérico, lo cual impone limitantes a la aplicabilidad
de estas estrategias, como es el caso de técnicas muy usadas, por ejemplo, la emulsion-
evaporacion y la nanoprecipitacion. Por el contrario, existen otros métodos que no requieren
la disolucion del farmaco y que logran la encapsulacion de moléculas en suspension.
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Uno de estos métodos es el electrorrociado, también conocido como rociado
electrohidrodindmico, el cual se deriva del electrohilado, una técnica de gran interés en
aplicaciones biomédicas (Rodriguez-Zamora et al., 2019; Villarreal-Gémez et al., 2016),
dado que tiene una larga historia en la produccién de micro- y nanoestructuras, asi como
mallas fibrilares cargadas con farmacos (Torres-Martinez et al., 2019; Tucker et al., 2012).
En esta técnica, se aplica un alto campo eléctrico (entre 1 y 2 kV cm™) sobre una disolucién
de polimero que se extruye a través de un capilar metdlico conectado a una fuente de voltaje.
Cuando una gota de la disolucion crece en la punta del capilar, el campo eléctrico superficial
genera una gran cantidad de cargas libres que se repelen mutuamente, lo cual sobrepasa la
tension superficial y la elasticidad fluidica de la disolucién y deforma la gota hasta que toma
una forma cénica, conocida como el cono de Taylor. Si la repulsién superficial aumenta mas
alld de un umbral determinado, un chorro de disoluciéon emerge del cono y viaja hacia un
colector, es decir, una superficie conductora conectada a tierra fisica. Debido a la alta tasa de
deformacion, la viscosidad de la disolucion y la evaporacion del disolvente, el chorro se
adelgaza, se estira e incluso se fracciona en goticulas (como es el caso del electrorrociado)
mientras viaja del capilar al colector, donde se depositan las particulas poliméricas (Figura
6.1). La viscosidad de la disolucion, la presiéon de vapor y la constante eléctrica del
disolvente, asi como el voltaje aplicado, la distancia entre el inyector y el colector y la
humedad y temperatura ambientales, son todos algunos de los pardmetros clave para la
produccién de particulas electrorrociadas con morfologias uniformes y distribucién de
tamanos regulares.

Para fabricar particulas cargadas con firmacos macromoleculares, como algunos
péptidos y proteinas, muchos de los cuales son hidrosolubles, el electrorrociado de medios
bifasicos ha sido el método mds usado. Por ejemplo, el electrorrociado de emulsiones de
aceite en agua con tensoactivos afladidos se ha empleado para producir particulas de un
polimero hidrofébico con pequefios compartimientos de la fase acuosa que encapsulan a la
proteina (Xie & Wang, 2007). Por otra parte, el electrorrociado coaxial, el cual requiere de
la inyeccion simultdnea de dos disoluciones separadas a través de capilares coaxiales, ha sido
usado para producir particulas con un nicleo hidrofilico cargado con el firmaco y una coraza
de un polimero hidrofébico (Lee etal., 2010; Wang etal., 2013). No obstante, el
electrorrociado sin emulsiones de suspensiones de proteinas no se ha explotado y
caracterizado completamente, aun cuando representa una opcion adicional para la
formulacion de particulas poliméricas con proteina encapsulada.

En el estudio reportado en este capitulo, se seleccion6 el PLGA como polimero
encapsulante debido a su uso extenso en la produccion de particulas biodegradables cargadas
con farmacos (Han et al., 2016; Lee etal., 2010; Xie & Wang, 2007). El PLGA es un
copolimero sintético con unidades de 4cido lactico y glicdlico, los cuales son ambos
metabolitos celulares endégenos y pueden ser desechados mediante las rutas metabdlicas
propias de la célula. El interés en este polimero radica en su biocompatibilidad y baja
toxicidad e inmunogenicidad. Ademads, su cinética de degradacion estd muy bien definida y
controlada; por ejemplo, su tasa de degradacién puede ajustarse modificando la relacién
acido lactico-4cido glicdlico y el peso molecular (Park, 1995). La degradaciéon de PLGA
ocurre mediante la hidrdlisis de sus enlaces éster catalizada ya sea por moléculas de agua
circundantes o por los extremos propios de las cadenas poliméricas cuando éstos contienen
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grupos carboxilicos (Houchin & Topp, 2008). La hidrdlisis genera oligémeros de PLGA y
eventualmente moléculas libres de 4cido lactico y glicdlico. Estas propiedades hacen del
PLGA un excelente candidato para aplicaciones de liberacién de farmacos.

En este estudio, se utiliz6 el PLGA para encapsular lactoferrina, una proteina de
mamifero presente en varios fluidos corporales que generado interés en aplicaciones
nutracéuticas. La lactoferrina es una glucoproteina globular catidénica de la familia de las
transferrinas con un peso molecular de aproximadamente 80 kDa que consiste en una sola
cadena polipeptidica. Se emplea de manera extensa en el campo farmacéutico, ya que ejerce
una actividad de defensa primaria de amplio espectro contra bacterias, hongos, protozoarios
y virus (Jenssen & Hancock, 2009). La alta afinidad de la lactoferrina a los iones hierro es la
causante de sus efectos antimicrobianos y bacteriostéticos, dado que esta propiedad hace a la
lactoferrina capaz de secuestrar iones férricos (un nutriente esencial para las bacterias) de la
superficie bacteriana, inhibiendo de esta manera el crecimiento microbiano. En particular, la
lactoferrina bovina (bLf) se ha estudiado también como un modulador de la diferenciacion
celular (Perdijk etal., 2018) y un regulador inmunolégico (Pefa-Juarez etal., 2016),
haciéndola de gran interés en el Desarrollo de terapias preventivas y nutracéuticos.

El objetivo de este estudio es producir y caracterizar microparticulas de PLGA
mediante electrorrociado de disoluciones no emulsificadas para la encapsulacion de bLf,
propiciando de esta forma el desarrollo de sistemas que optimicen la administracién dirigida
de agentes bioactivos. Para este fin, se eligié la bLf como proteina modelo, no sélo por su
estabilidad térmica relativamente alta en un intervalo amplio de pH (Sreedhara et al., 2010),
sino también por la gran diversidad de sus aplicaciones biomédicas. Debido a la alta
estabilidad de la bLf en niveles de pH relativamente bajos, el PLGA se conserva como un
polimero prometedor para la encapsulacion a pesar del microambiente dcido generado en el
bulto de particulas de PLGA durante la degradacién del polimero (Houchin & Topp, 2008).
Las microparticulas obtenidas fueron caracterizadas para determinar su tamafio, estabilidad
térmica y la presencia de proteina encapsulada en las estructuras de PLGA. Se llevaron a
cabo estudios de liberacion in vitro en condiciones isotdnicas a 37 °C para determinar el perfil
de liberacion de bLf a lo largo del tiempo y se ajustaron modelos matemaéticos para esclarecer
los posibles mecanismos de liberacion en juego. Puesto que se produjeron particulas
electrorrociadas con una cinética de liberaciéon apropiada a partir de una disolucién
hidrofébica de PLGA en la que bLf fue suspendida (no disuelta), estos resultados sugieren
que las disoluciones poliméricas no emulsificadas con agentes macromoleculares
suspendidos representan una estrategia viable para la formulacién de acarreadores
poliméricos electrorrociados cargados con farmacos que presentan perfiles de liberacion
controlada.

6.3 Materiales y métodos
6.3.1 Materiales
El 4cido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA, Resomer® RG 504 H; proporciéon dcido

lactico:glicdlico 50:50, grupos terminales dcidos; peso molecular = 38-54 kDa), la
lactoferrina bovina (bLf; peso molecular = 80 kDa), acetonitrilo (ACN), N,N-
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dimetilformamida (DMF) y cloruro de sodio fueron todos de grado reactivo, obtenidos de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) y usados sin tratamientos previos.

6.3.2 Electrorrociado de microparticulas de PLGA y PLGA/bLf

El electrorrociado se llevé a cabo usando una fuente de voltaje (Spellman High
Voltage Electronics, Hauppauge, NY, EUA), una bomba de jeringa programable NE-1000
(New Era Pump Systems, Farmingdale, NY, EUA) y una placa colectora de aluminio de 8 x
8 cm conectada a tierra fisica. Se prepard una disolucion de PLGA al 6% p/v en una mezcla
de disolventes con DMF:ACN en razon 1:3 y se mezclé por 1 h a 180 rpm. Para producir
particulas cargadas con bLf, bLf se afiadié a una disolucién similar de PLGA para una
concentracion final de bLf de 1.6% p/v y se agité nuevamente por 20 min hasta obtener una
suspension bien dispersa ligeramente turbia. Para preparar particulas de PLGA se
electrorrocid la disoluciéon de PLGA, mientras que para preparar particulas de PLGA/bLf se
electrorrocio la suspensién de PLGA/bL. Las disoluciones de PLGA o de PLGA/bLf fueron
inyectadas a través de una aguja de acero inoxidable de calibre 22 G con punta roma con un
flujo de inyeccién de 1.5 mL h''. Durante el proceso de electrorrociado de PLGA/bLf, la
suspension se agité de nuevo al menos cada 30 min para prevenir la sedimentacién de bLf.
Se aplicé una diferencia de potencial de 15 kV entre la aguja (el hilador) y la placa colectora,
colocada a 14 cm del hilador, generando un arreglo de recoleccién horizontal.

6.3.3 Caracterizacion morfolégica

Se evalué la morfologia de las microparticulas de PLGA y PLGA/bLf depositadas
por microscopia electrénica de barrido por emisién de campo (FESEM). Las micrografias de
FESEM se obtuvieron con un microscopio electronico de barrido por emision de campo tipo
Schottky JSM-7800F (JEOL, Tokyo, Japon) con un voltaje de aceleracion de 10 kV y una
maxima amplificacién de 5000x. Previo al andlisis por FESEM, las muestras de
microparticulas recién recolectadas se dejaron secar al aire hasta tener un peso constante, se
fijaron sobre portamuestras con cinta de carbono eléctricamente conductora y se recubrieron
con una capa delgada de oro mediante pulverizaciéon catddica al vacio, también conocido
como sputtering.

6.3 .4 Caracterizacion del tamaiio de particula

Se evalué la distribucion del tamafio de particula de las microparticulas
electrorrociadas de PLGA y PLGA/bLf mediante andlisis por dispersion dindmica de luz
(DLS), el cual se realiz6 en un analizador Zetasizer Nano S (Malvern Instruments, Malvern,
Reino Unido). Las particulas de PLGA/bLf recién depositadas se dejaron secar al aire hasta
alcanzar peso constante, se suspendieron en agua desionizada y se sonicaron durante 1 min
para disgregar los aglomerados formados por interacciones entre particulas. Se tomaron las
mediciones por triplicado en celdas capilares desechables a 25 °C usando los siguientes
parametros: viscosidad del dispersante de 0.8872 cP, indice de refraccidn del dispersante de
1.33, absorcion del material de 0.89 e indice de refraccion del material de 1.33 (Huang &
Zhang, 2018). Los datos de DLS fueron recolectados en el intervalo de tamaio de particula
de 0.4-10000 nm con el software DTS Dispersion Technology Software 5.10 (Malvern
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Instruments) y procesados en el software Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA).

6.3.5 Caracterizacion espectroscopica por ATR-FTIR

Se evalud el contenido quimico de las microparticulas de PLGA y PLGA/bLf usando
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia total atenuada (ATR-
FTIR). Los espectros ATR-FTIR fueron recolectados con un espectrémetro Nicolet 6700
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) acoplado con un accesorio ATR de
diamante Smart Orbit, con una adquisicién de un promedio de 64 barridos con resolucién de
1 cm! en el intervalo del infrarrojo cercano (400—4000 cm™). Todos los datos de FTIR fueron
procesados en el software OMNIC 9 (Thermo Fisher Scientific).

6.3.6 Caracterizacion térmica por TGA' y DSC

Se realizaron anélisis térmicos de las microparticulas de PLGA y PLGA/bLf mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y anélisis termogravimétrico (TGA). El andlisis de
TGA se realizo para verificar la estabilidad y degradacién térmica y la variacién de masa al
aumentar la temperatura, usando un analizador TGA Q50 (TA Instruments, New Castle, DE,
EUA). Cada muestra de 6.2 mg fue calentada a 10 °C min! de 21 °C hasta 800 °C sobre un
portamuestra de platino bajo atmdsfera de nitrégeno con un flujo de 50 mL min'.

El analisis de DSC se realizé en un calorimetro DSC 2010 (TA Instruments, New
Castle, DE, EUA). Para preparar las muestras, se colocaron particulas electrorrociadas de
PLGA con y sin carga de bLf en portamuestras de aluminio; en ambos casos el peso de cada
muestra fue de 6.2 mg. Un primer barrido de calentamiento se realiz6 de 10 a 150 °C con una
velocidad de calentamiento de 5 °C min™!' para evaporar las trazas de disolventes y borrar el
historial térmico del material. El segundo barrido se realizé de 10 a 250 °C con una velocidad
de calentamiento de 5 °C min’'. Todos los anélisis se llevaron a cabo bajo atmdsfera de
nitrégeno.

6.3.7 Ensayo de liberacion de bLf in vitro

Las microparticulas electrorrociadas cargadas con proteina fueron analizadas in vitro
en condiciones fisioldgicas simuladas. Las muestras de microparticulas con y sin carga de
bLf (300 mg cada una) se colocaron en viales con 5 mL de disolucién isoténica de cloruro
de sodio al 0.9%. Durante el monitoreo de la liberacion, las suspensiones se mantuvieron a
37 °C con agitacién constante a 300 rpm. La cantidad de proteina liberada fue monitoreada
tomando alicuotas a diferentes intervalos y midiendo sus valores de absorbancia a 272 nm
por espectroscopia de absorcidn electrénica en la region ultravioleta-visible (UV-vis) en un
espectrofotémetro Specord 200 Plus (Analytik Jena, Alemania). El volumen tomado para
cada alicuota se reemplaz6 con nueva disolucion de cloruro de sodio para mantener el mismo
volumen total del medio de liberacién. Se tomaron las microparticulas de PLGA sin carga en
disolucién de cloruro de sodio con concentracién 0.9% p/v como control negativo y fueron
monitoreadas en los mismos intervalos. El ensayo de liberacién se realizo por triplicado.
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6.3.8 Andlisis estadistico y ajuste de modelos

Los datos de liberacién de bLf fueron procesados para obtener las medias y los errores
estandar, analizados por regresion no lineal con el software Prism 8 (GraphPad Software) y
ajustados a los modelos Higuchi, de primer orden, Korsmeyer-Peppas y Peppas-Sahlin, los
cuales fueron posteriormente comparados entre si para identificar el modelo que se ajusta de
mejor manera a los datos experimentales. Aunque un valor minimo de la suma residual de
cuadrados (RSS) puede usarse como criterio de seleccion para el modelo con mejor ajuste,
la existencia de un alto nimero de parametros en las ecuaciones de los modelos puede generar
una alta probabilidad de obtener menores valores de RSS (Serra et al., 2006). Dado que en
los modelos aqui elegidos el nimero de parametros es entre uno y tres, se considerd en su
lugar el criterio de informacion de Akaike (AIC), puesto que es independiente del niimero de
parametros en el modelo. ElI AIC estd definido como:

AIC = N(InRSS) +2p (Ecuacion 6.1)

donde N es el tamafio de la muestra y p es el nimero de pardmetros en el modelo.
Estadisticamente el modelo con el menor valor del AIC describe mejor los datos
experimentales (Serra et al., 2006; Yamaoka et al., 1978).

Sin embargo, cuando el valor de N no es alto respecto a p, se recomienda aplicar el
AIC de segundo orden (AIC(), el cual corrige el sesgo que aparece debido a menores tamaifios
de la muestra, es decir, cuando N/p < 40 (Burnham & Anderson, 2002), y esta definido
como:

AIC, = AIC + % (Ecuacién 6.2)

Por tanto, el AICc fue elegido como el criterio discriminatorio para los modelos
evaluados para explicar los datos experimentales de liberacion.

6.4 Resultados y discusion
6.4.1 Morfologia de las microparticulas electrorrociadas de PLGA y PLGA/bLf

Se obtuvieron micrografias de FESEM de las particulas de PLGA y PLGA/bLf para
determinar si su morfologia es apropiada para aplicarse como acarreador de fairmacos, en
otras palabras, si las particulas tienen caricter esferoide y no estdn conectadas por fibras. Se
observé que las particulas electrorrociadas de PLGA y PLGA/bLf mostraron morfologias
redondas u ovaladas, algunas con regiones planas y todas con superficies lisas (Figura 6.2).

Aunque en el electrorrociado es comin encontrar particulas conectadas por fibras
delgadas dependiendo de los pardmetros de la disolucion y del proceso de rociado, se
encontraron muy pocas o ninguna fibra de este tipo en los sistemas de PLGA y PLGA/bLf
(Figura 6.2), lo que sugiere que los pardmetros de viscosidad de disolucidn, voltaje aplicado
y distancia hilador-colector resultaron en particulas con morfologia apropiada.
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Figura 6.2 Micrografias representatlvas de FESEM de mlcropartlculas de a) PLGA y b)
PLGA/bLS. Barras de escala: 2 um. Voltaje de aceleracién: 10.0 kV. Distancia de trabajo:
8.6 mm.

6.4.2 Determinacion del tamario de particula por DLS

Se analizaron las particulas electrorrociadas de PLGA/bLf a una concentracion de 1%
en agua desionizada mediante DLS para determinar la distribucién del tamafio de particula.
Los espectros adquiridos por triplicado mostraron la presencia de una distribucién bimodal
en el didmetro hidrodindmico de las particulas de PLGA/bLf (Figura 6.3). Por esta razon, el
tamafio de particula Z-promedio y el indice de polidispersidad (PDI), con valores de 2674
nm y PDI >1 respectivamente, como los calcul6 el software DTS, no fueron considerados
como representativos de las muestras, principalmente debido a la distribucién bimodal
observada. Por lo tanto, para analizar los datos de DLS de una manera valida en el contexto
de este estudio, cada sefial fue analizada por separado para determinar su didmetro promedio
ponderado por volumen y su PDI asociado. El PDI fue calculado independientemente para
cada sefial usando la definicién:

PDI = (6/%)? (Ecuacion 6.3)

donde x es la media y o es la desviacion estandar (SD) (Bhattacharjee, 2016). Usando el
didmetro promedio ponderado por volumen, se calcularon los didmetros hidrodindmicos
(media + SD) y los valores de PDI tanto para la poblacién completa como para cada sefial,
como se muestra en la Figura 6.3. De manera similar al tamafo Z-promedio calculado por
el software DTS, el promedio ponderado por volumen obtenido de toda la poblacién resultd
en un PDI > 1, confirmando asi la necesidad del analisis considerando cada sefial
independientemente. S6lo cuando las dos sefales se consideran por separado es que se
pueden observar como altamente monodispersos, como lo indican los valores pequefios de
sus PDIs asociados (Figura 6.3). Con respecto a las observaciones de FESEM (Figura 6.2),
el andlisis de DLS revelé que el tamafio de algunas particulas electrorrociadas aumentd
considerablemente. Esto se atribuye a que se obtuvieron las imédgenes de particulas secas y
en vacio, mientras que el andlisis de DLS se llevé a cabo en medio acuoso, permitiendo que
las particulas se hinchen.

92



Encapsulacion de lactoferrina en PLGA

40— Poblacion entera n=3
D =366.3 + 502.7
PDI > 1
_ 30—
X Grupo 1
E’ D=1928 + 36.9
2 5 PDI=0.04
=
e) Grupo 2
> D = 1600 + 204
101 PDI=0.02
0—-rm'||—|—rrrrm|—|—rr|11'n|‘[ T

1 10 100 1000 10000
Diametro de particula (D, nm)

Figura 6.3 Distribucion bimodal de los didmetros hidrodindmicos de las particulas de
PLGA/bLf, determinada por DLS. Se muestran los didmetros hidrodindmicos promedio
ponderados por volumen (D; media + desviacion estdndar) y los indices de polidispersidad
(PDI), calculados para la poblacién completa y por separado para cada seal.

Para el grupo de la poblacién que ocupa la mayoria del volumen de la muestra (Figura
6.3, Grupo 1), se observé que el tamano de particula cae en el intervalo de 105-255 nm con
un PDI asociado de 0.04. Este valor estd en conformidad con el criterio usado de manera
extensa de que las particulas con PDI < 0.1 se consideran altamente monodispersas
(Bhattacharjee, 2016), indicando asi la capacidad del electrorrociado de disoluciones no
emulsificadas para producir microparticulas altamente monodispersas. La observacién de
particulas de mayor tamafio en la distribucién de DLS en el intervalo de 1281-1990 nm
(Figura 6.3, Grupo 2) puede asociarse al hinchamiento del polimero y a la formacién de
particulas mds grandes o agregados, ya sea durante el electrorrociado o la suspension debido
a interacciones electrostdticas entre particulas. Ademds, al considerar cada grupo por
separado, el anélisis indicé que el Grupo 1 (con menor tamafio de particula) tiene un volumen
total alrededor de dos veces mayor que el Grupo 2 (con mayor tamaiio de particula), lo cual
sugiere que el grado de aglomeracién de particulas debe ser bajo (Figura 6.3).

6.4.3 Caracterizacion espectroscopica por ATR-FTIR
Se llevo a cabo un andlisis por ATR-FTIR para observar las sefiales de absorcion de
las microparticulas de PLGA cargadas con bLf (Figura 6.4). Para el PLGA sin tratamiento

previo, se observan vibraciones de estiramiento simétrico y asimétrico de enlaces C—H, una
sefal intensa caracteristica del estiramiento de grupos C=0, una sefial triple de estiramiento
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de C-O en la cadena principal de PLGA, asi como una sefial triple atribuida a la deformacién
de C=0 (Tabla 6.1).

AP A v h
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— PLGA 170 4089
“-'E 1752
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Figura 6.4 Espectros ATR-FTIR de microparticulas (uP) de PLGA y PLGA/bLf, asi como
de PLGA y bLf sin tratamiento previo. Las particulas cargadas presentan sefiales de
absorcion atribuidas a PLGA y bLf, lo cual evidencia la encapsulacion de lactoferrina.

Tabla 6.1 Asignacion de sefiales de absorcion en los espectros ATR-FTIR de microparticulas
de PLGA y PLGA/bLf, asi como PLGA y bLf sin tratamiento previo.

Ubicacion de

Muestra o 1 Tipo de vibracion Grupo funcional (Referencia)
seial [cm]
PLGA 3041 Estiramiento C—H simétrico Alcano
PLGA 2993 Estiramiento C—H asimétrico Alcano
PLGA 1752 (intenso) Estiramiento C=0 Ester
PLGA 1455, 1423, 1394 Deformacion C=0 Ester
PLGA 1089, 1131,1170 Estiramiento CO-O Ester
PLGA 1053 (hombro) Deformacion C-O Ester
bLf 3273 (amplio) Estiramiento N-H Amida A; amina secundaria
(Krimm & Bandekar, 1986)
bLf 1635 Estiramiento C=0 y C-N Amida |
(Krimm & Bandekar, 1986)
bLf 1520 Deformacién N-H en el plano; Amida IT
estiramiento C-N (Krimm & Bandekar, 1986)
bLf 1239 (débil) Deformacién N-H en el plano; Amida III
estiramiento C—C (Krimm & Bandekar, 1986)
bLf 1069 (débil) Estiramiento N-C Aminodcido

(Krimm & Bandekar, 1986)
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Por su parte, la bLf muestra una sefial amplia para el estiramiento de N-H asociado a
la amina A, asi como sefiales asociadas a las amidas I, I y III y una sefial débil debido al
estiramiento de N-C (Tabla 6.1) (Krimm & Bandekar, 1986). Como se anticipaba, el sistema
electrorrociado de polimero-proteina (PLGA/bLf pP) presenta un espectro que combina
todas las frecuencias vibracionales de los espectros individuales de PLGA y bLf (Figura
6.4). En este sistema polimero-proteina, se confirma la presencia de ambos componentes
debido més evidentemente a la observacion de la sefal caracteristica de estiramiento del
grupo carbonilo del PLGA en 1750 cm!, junto con las sefiales de amida Iy [T en 1647 y 1524
cm! de la lactoferrina encapsulada exitosamente. Estas sefiales no mostraron corrimientos
considerables en sus frecuencias con respecto a los materiales sin tratamiento previo,
indicando de esta manera que sélo ocurrieron cambios menores.

6.44 Caracterizacion térmica de las microparticulas electrorrociadas de PLGA y
PLGA/bLf

Se estudiaron las muestras electrorrociadas de PLGA y PLGA/bLf mediante TGA
con una velocidad de calentamiento de 10 °C min! bajo atmésfera de nitrogeno. Los
resultados sugieren que ambas composiciones tienen una estabilidad térmica similar. Las
microparticulas de PLGA sin carga de proteina presentan una temperatura de
descomposicion de 330 °C, una pérdida de peso del 10% a 272 °C y un peso residuo del 7.7%
a 700 °C (Figura 6.5). En cuanto a las microparticulas cargadas con bLf, la temperatura para
alcanzar una pérdida de peso del 10% es la misma; sin embargo, la temperatura de
descomposicion fue 3 °C menor, dado que la proteina se degrada a una temperatura menor
que el PLGA.

Se observa una pérdida inicial de peso de aproximadamente 3% en el intervalo de 60
a 120 °C para las particulas de PLGA y de PLGA/bLf, lo cual puede atribuirse a la
evaporacion de disolvente residual (Figura 6.5). Por esta razén, el primer barrido de
calentamiento en el anélisis de DSC se establecidé con una temperatura maxima de 150 °C
para asegurar una evaporacion completa de trazas de disolvente en las particulas y borrar la
historia térmica del material. Por tltimo, el peso residual en el TGA fue menor (3.7%) para
las particulas de PLGA/bLf que para las de PLGA. Esto indica que la proteina contribuye
alrededor de 4% al total del residuo del sistema polimero/proteina. Cabe mencionar que se
analizaron muestras de microparticulas cargadas y no cargadas con pesos similares para
obtener termogramas comparables.

Adicionalmente se llevé a cabo un andlisis de DSC para determinar si la carga de bLf
tiene un efecto en las propiedades térmicas de las particulas de PLGA, como cambios en la
temperatura de transicion vitrea (Tg). El estudio de los cambios en las propiedades térmicas
es de gran importancia, ya que tienen un gran impacto en las propiedades mecénicas y el
proceso de erosion de la matriz polimérica y éstos a su vez, en la tasa de liberacién de
particulas cargadas con farmacos (Alexis, 2005). El primer barrido de calentamiento se
realizé a una velocidad de 10 °C min™! hasta 200 °C para eliminar disolventes residuales y
borrar la historia térmica del polimero. El segundo barrido de las particulas con y sin carga
se muestra en la Figura 6.6 y se realiz6 de 25 a 250 °C con una velocidad de calentamiento
de 5 °C min’.
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Figura 6.5 Termograma TGA de las microparticulas (uP) electrorrociadas de PLGA y

PLGA/bLf bajo atmdsfera de nitrégeno, mostrando la temperatura con el 10% de pérdida de
peso, la temperatura de descomposicion y el porcentaje de peso residuo a 700 °C.
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Figura 6.6 Curvas de DSC de las microparticulas (uP) electrorrociadas de PLGA (sin carga)
y de PLGA/bLf (cargadas) bajo atmésfera de nitrégeno, mostrando la temperatura de
transicion vitrea (Tg).
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Las microparticulas de PLGA sin carga proteica muestran una Tg de 45.6 °C, lo cual
es consistente con lo reportado en otros estudios (Eliaz & Kost, 2000). Por otra parte, las
microparticulas cargadas con proteina presentaron un valor de Tg mds bajo de 36 °C (Figura
6.6), indicando que la presencia de bLf redujo la Tg de las particulas de PLGA. En este
sistema, la bLf actda como una agente plastificante sobre el PLG, facilitando cambios en la
conformacién y la relajacion de las cadenas poliméricas. Este efecto plastificante y su
reduccién asociada en la Tg han sido previamente reportados también en mezclas fisicas de
PLGA con farmacos (Blasi et al., 2007; Eliaz & Kost, 2000), principalmente debido a que
pueden desestabilizar las interacciones moleculares dentro de o entre los dominios cristalinos
del polimero, permitiendo el deslizamiento de cadenas en mayor grado. Ademads, dado que
las particulas de PLGA/bLf tienen una Tg ligeramente menor que la temperatura fisioldgica
normal del cuerpo humano (36.5-37 °C), las cadenas de PLGA relajardn su estado rigido al
ser implantadas in vivo, presentando una estructura mas facilmente deformable que permita
una mayor tasa de liberacion de la bLf. En realidad, con el simple acto de mezclar bLf y
PLGA, las cadenas poliméricas comienzan a experimentar esta relajacion desde los 26 °C,
mientras que para las particulas de PLGA sin carga, la relajacion ocurre s6lo por encima de
los 35 °C. Este resultado enfatiza la importancia de realizar estudios de cinética de liberacion
simulando la temperatura fisiol6gica del cuerpo humano, especialmente cuando se trabaja
con sistemas basados en PLGA, en los cuales la Tg y la temperatura a la que comienza la
relajacion de las cadenas poliméricas estdn tan cercanas a la temperatura fisioldgica.

6.4.5 Liberacion acumulada in vitro y cinética de liberacion de bLf

Se estudi6 el perfil de liberacidn de las microparticulas electrorrociadas de PLGA/bLf
in vitro en condiciones fisioldgicas simuladas. En este ensayo se eligié una disolucién de
cloruro de sodio al 0.9% como medio de liberacién, puesto que su absorcion en el espectro
de absorcidn electrénica en la regiéon UV-vis no interfiere con la sefial principal de la bLf, la
cual tiene un maximo de absorcién en 272 nm. El perfil de liberacion de las microparticulas
cargadas es evidencia de una encapsulacién exitosa de la bLf en el PLGA (Figura 6.7). Para
el sistema PLGA/bLf, no se observa una liberacién abrupta al inicio, la cual en cambio puede
encontrarse en sistemas donde el farmaco estd adsorbido en la superficie del acarreador. Por
el contrario, la liberacién de bLf fue gradual y controlada, evidenciando la presencia de bLf
en el nicleo de la particula, lo cual permite que la liberacion ocurra debido al hinchamiento
lento, la erosién y degradacion del PLGA.

Las microparticulas de PLGA/bLf muestran una liberacién prolongada de proteina en
el transcurso de 8 h (Figura 6.7). Este perfil de liberacion sugiere que el PLGA puede
representar un agente protector adecuado para la lactoferrina, dado que el PLGA podria
proteger su carga de condiciones fisioldgicas degradantes por periodos mas largos y mayor
cantidad de proteina podria llegar a su diana con efectos farmacoldgicos. Posterior al andlisis
estadistico de los resultados de liberacidon y con el objetivo de dilucidar los mecanismos de
liberacion de proteina de las particulas electrorrociadas, se aplicaron sobre los datos
experimentales los siguientes modelos matemaéticos de liberacion de farmaco: Higuchi, de
primer orden, Korsmeyer-Peppas y Peppas-Sahlin; y se compararon para encontrar el mejor
ajuste. Los pardmetros estimados para cada modelo se muestran en la Tabla 6.2. Cabe
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mencionar que estos modelos matemadticos s6lo son vélidos durante el primer 60% de la
liberacién (Peppas & Sahlin, 1989; Ritger & Peppas, 1987).

Proteina total liberada (mg/g pP)

PLGA/bLf uP
(Peppas-Sahilin)
) PLGA pP
R/F
0— o
| ' I ' [ ' | ' |
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Figura 6.7 Liberacion total in vitro, en mg de proteina por gramo de particulas, de las
microparticulas (uP) electrorrociadas de PLGA/bLf a 37 °C en disolucién salina isotonica
(®; n = 3), ajustada a una ecuacién Peppas-Sahlin, el modelo con el menor valor de AICc
tomado como criterio de discriminacion. Se muestra también el control de particulas de
PLGA sin carga (*) y la razén de liberacion por relajacion a liberacion por difusion fickiana

(R/F) estimada a partir de los parametros del modelo de Peppas-Sahlin ( 2 ; Ecuacion 6.5).

Tabla 6.2 Parametros estimados y valores de R? y AICc obtenidos del ajuste de diferentes
modelos de cinética de liberacion a los datos experimentales del sistema PLGA/bLf.

Modelo Parametro [unidades] Valor SE R? AICc
Higuchi ku [h] 1.250 0.124 -0.1222 1514
Primer orden a 22.62 0.850
b [h] 0.2462 0.0249 0.9145 61.08

Korsmeyer-Peppas k; [h™] 7.822 0.650
n 0.3634 0.0337 0.8365 84.43

Peppas-Sahlin k; [h™] 6.126 0.619
k; [h2m] -0.3905 0.0880 0.9263 58.28

m 0.7224 0.0515

SE: error estandar
AICc: criterio de informacion de Akaike de segundo orden
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Utilizando el criterio del menor valor del AICc, se determindé que el perfil de
liberacidn experimental se ajusta mejor al modelo Peppas-Sahlin (Peppas & Sahlin, 1989),
el cual se define como:

% = kg t™ + k,t2m (Ecuacién 6.4)

donde M,/M.. es la fraccion del farmaco liberado, ¢ es el tiempo de liberacidn, k; es la constante
de difusion, k, es la constante de relajacion y m es el coeficiente de difusién puramente
fickiana para un dispositivo de cualquier geometria. En este modelo, la difusién y la
relajacion de cadenas poliméricas son considerados como componentes aditivos: mientras
que existe un componente asociado a la difusién siguiendo la ley de Fick (llamada también
difusion fickiana), también contribuyen los procesos de relajacion y erosion que modulan la
liberacion de la matriz de cadenas de PLGA. Dado que la contribucién del mecanismo de
difusion fickiana (k;) es mayor que la del mecanismo de relajacion de cadenas poliméricas
(kz), se puede concluir que la liberacién en este sistema es de cardcter fickiano
predominantemente, como lo indica la razén de la contribucién relajacional (R) a la fickiana
(F) (Peppas & Sahlin, 1989), la cual puede estimarse en un modelo Peppas-Sahlin usando la
siguiente ecuacion:

k .
R=laym (Ecuacion 6.5)
F ky

Como se observa en la Figura 6.7, 1a liberacién en el sistema PLGA/bLf estd asociada
principalmente a la difusion de la matriz polimérica durante el primer 60% de la liberacion.
Ademads, el coeficiente de difusiéon estimado (m), que describe el componente puramente
fickiano de la difusion, indica que la liberacion de bLf en las particulas de PLGA ocurre
mediante transporte andmalo (Peppas & Sahlin, 1989). En resumen, estos resultados indican
que la liberacion en el sistema de microparticulas de PLGA/bLf ocurre principalmente
mediante difusidn, la cual involucra la permeacion de agua en la matriz polimérica en lugar
de involucrar la degradacién o relajacidn del polimero, lo cual estd en concordancia con otros
reportes previos sobre particulas de PLGA (Han et al., 2016; Kamaly et al., 2016).

6.5 Conclusiones y perspectivas

Se produjeron con éxito microparticulas de PLGA/bLf mediante electrorrociado de
disoluciones no emulsificadas a partir de una suspension de bLf en una disoluciéon de PLGA
en una fase orgdnica. Al encapsular lactoferrina en PLGA, se redujo notablemente la
temperatura de transicion vitrea de las microparticulas de 45.6 a 36.5 °C, lo cual sugiere que
la bLf tiene un efecto plastificante en las cadenas poliméricas a temperaturas mayores de 26
°C. El andlisis por DLS revel6 que la técnica de electrorrociado de disoluciones no
emulsificadas generd principalmente particulas de PLGA/bLf altamente monodispersas con
didmetros entre 105 y 255 nm, aunque se observo también un pequeiio nimero de particulas
mds grandes. Ademds, las microparticulas cargadas con proteina presentaron un perfil de
liberacion prolongada, lograndose una desorcién y liberacion completas después de
aproximadamente 8 horas bajo agitacion constante en condiciones fisiol6gicas simuladas. La
liberacion de proteina ocurrié sin ninguna evidencia de liberacién abrupta por erosion de
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PLGA. El modelado matemético del perfil de liberacién permitié establecer un fundamento
cuantitativo para empezar a dilucidar los mecanismos de transporte de masa involucrados en
la liberacion controlada del sistema PLGA/bLf. En este caso, se determind que el modelo
Peppas-Sahlin ajust6é de mejor manera el perfil de liberacidn, incluyendo que la liberacion se
debid a un mayor grado de difusion y transporte andmalo en lugar de procesos de degradacion
y relajacion, lo cual concuerda con otros estudios previos.

El periodo de liberacion reportado en este capitulo puede ser prolongado mediante la
utilizacién de otros polimeros biocompatibles para la encapsulacién que tengan menores
tasas de degradacién y menor permeabilidad al agua, como PLGA de mayor peso molecular
0 mayor proporcién de dcido lactico. Atn se necesitan estudios posteriores para determinar
los cambios en la estabilidad y actividad de la proteina encapsulada durante el proceso de
electrorrociado y de degradacion de PLGA. En su conjunto, estos resultados permiten
calificar a este sistema de encapsulacion como viable para la liberacion de biomoléculas con
propiedades similares a las de bLf, sugiriendo asi que el electrorrociado de disoluciones no
emulsificadas es un método factible para la formulacién de particulas poliméricas altamente
monodispersas cargadas con proteinas y con propiedades de liberacién prolongada.
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Conclusiones y perspectivas generales
7.1 Conclusiones generales

Se validé el amplio potencial del electrohilado para la fabricacién de fibras con
didmetros micrométricos a partir de polimeros hidrosolubles, tanto naturales como
artificiales, y el potencial del electrorrociado como una técnica de facil acceso para producir
microparticulas poliméricas, incluso a base de polimeros con diferentes tipos de afinidad.
Mediante las técnicas de electrohilado de mezclas y electrorrociado de disoluciones no
emulsificadas se obtuvieron mallas fibrilares de DEX/PEO y PEO con didmetros en el
intervalo de 150-600 nm, particulas de PCL-PEG sintetizado por catdlisis enzimética en el
intervalo de 5-10 um y particulas de PLGA/bLf en el intervalo de 100-250 nm.

Las mallas electrohiladas de DEX/PEO a partes iguales soportaron mayor resistencia
a la tension y mayor elongacién con un médulo eldstico alto. Ademas, resultaron tener mayor
resistencia a la ruptura, incluso mds que las fibras de PEO puro. Los estudios de
espectroscopia confirmaron la formacién de enlaces por puente de hidrégeno entre la dextrina
y PEO, sugiriendo que la dextrina como una fuente de enredamiento molecular que genera
un refuerzo mecénico en las fibras electrohiladas.

El perfil de liberacion de las particulas electrorrociadas de PLGA/bLf fue ajustado a
un modelo Peppas-Sahlin, lo cual revelé que las particulas de PLGA modulan la liberacién
de bLf principalmente mediante difusién no fickiana, logrando una desorcién y liberacion
completas después de aproximadamente 8 horas bajo agitacién constante en condiciones
fisiolégicas simuladas. El andlisis térmico de estas particulas sugiere que la proteina tiene un
efecto plastificante sobre el PLGA, al reducir su temperatura de transicion vitrea.

7.2 Propuesta: Parche a base de fibras electrohiladas de poli(éxido de etileno) cargadas
con particulas electrorrociadas de acido poli(lactico-co-glicdlico) con lactoferrina
bovina encapsulada

Con base en los resultados experimentales del presente trabajo reportados en el
Capitulo 4 (Fabricacion y caracterizacion de mallas electrohiladas reforzadas
mecdnicamente a base de poli(oxido de etileno) y dextrina ciclica altamente ramificada) y
el Capitulo 6 (Encapsulacion de lactoferrina bovina en microparticulas de dcido
poli(ldctico-co-glicolico) mediante electrorrociado de disoluciones no emulsificadas y su
caracterizacion como sistemas de liberacion controlada), se propone el desarrollo de un
parche o apdsito para la liberacion tépica de bLf encapsulada en microparticulas
electrorrociadas de PLGA cargadas en fibras electrohiladas de PEO. El primer paso
propuesto consiste en la encapsulacion de bLf en microparticulas de PLGA mediante el
electrorrociado de una dispersion no emulsificada de bLf en una disolucién de PLGA.
Posteriormente se propone la dispersion de las particulas de PLGA/bLf en agua, la disolucién
de PEO en esta dispersion y el electrohilado de la disolucién resultante para producir fibras
de PEO cargadas con particulas de PLGA/bLf. Esta propuesta para apdsitos poliméricos
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microestructurados para la liberaciéon de bLf en heridas cutdneas se fundamenta en las
siguientes ventajas previstas:

1) El procesamiento del PEO mediante electrohilado permitird su rdpida disolucion
con la humedad intrinseca de la herida cutdnea crénica, gracias a la alta relacién drea
superficial-volumen de las microfibras poliméricas. Esto evitard la potencial acumulacion de
humedad que ocurre con otros tratamientos actuales cuyo enfoque es la formacion de una
barrera mecdnica sobre la herida.

2) Es posible generar apdsitos con una liberaciéon dual de bLf, incorporando la
proteina no sélo dentro de las microparticulas de PLGA, sino también en la disolucién
precursora de las fibras electrohiladas de PEO. Esto permitiria una primera etapa de
liberacion répida debido a la disolucién del PEO en el medio himedo de la herida y una
segunda etapa de liberacion paulatina debida a la difusiéon de proteina y degradacion de
PLGA en las particulas electrorrociadas liberadas por las fibras.

3) En las fibras electrohiladas de PEO es posible cargar facilmente bactericidas y
agentes adicionales que coadyuven a la prevencion de infecciones, por ejemplo, derivados
de plata (sulfadiazina de plata, plata idnica, sulfato de plata, entre otros) y particulas de 6xido
de zinc, los cuales tienen actividad antimicrobiana.

4) El apo6sito microestructurado de PEO/PLGA/bLf aqui propuesto representa un
método terapéutico complementario que no se contrapone a los tratamientos actuales para
heridas cutdneas, principalmente gracias a la rdpida disolucion de las fibras poliméricas. En
otras palabras, el apdsito propuesto podria aplicarse en la herida y liberar las particulas
cargadas con bLf sin afectar negativamente la aplicacion de cualquier otro tratamiento
posterior, como apdsitos de hidrogeles, pomadas bactericidas y gasas de proteccion.

5) Dado que el apésito propuesto podria disolverse en un corto tiempo en contacto
con la humedad de la herida, no representa un riesgo para heridas con infecciones severas o
con conato de infeccion. Esto se debe a que este apdsito no cambiaria de manera sustancial
la humedad local, a diferencia de otros apdsitos que forman barreras y conservan o aumentan
la humedad.

7.3 Perspectivas generales

Todavia se requieren estudios adicionales para evaluar la capacidad de encapsulacién
y la cinética de liberacion in vitro e in vivo de apdsitos poliméricos tipo
fibra/particula/farmaco a base de PEO/PLGA/bLf. Esto permitird ajustar la cantidad de
proteina encapsulada y la cantidad de particulas cargadas en las fibras, de acuerdo con la
dosis liberada 6ptima. Para lograr esto ultimo, también son necesarios estudios de dosis-
respuesta de bLf aplicada directamente en modelos murinos de heridas cutdneas,
potencialmente con procesos inflamatorios anémalos, con el fin de conocer la correlacion
entre la dosis de bLf con sus propiedades inmunomodulatorias y promotoras de la
regeneracion.
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Conclusiones y perspectivas generales

Asimismo, es importante determinar los cambios en la estabilidad de la bLf
encapsulada en particulas, tanto durante el proceso de electrorrociado como durante la
degradacion de PLGA, esto con el objetivo de corroborar que la actividad de la proteina se
mantenga en una proporcion suficiente para justificar esta eleccion de vehiculo y método de
encapsulacion. Se propone comparar ademads la morfologia fibrilar, velocidad de disolucién
y cinética de liberacién de farmaco de mallas electrohiladas producidas a partir de PEO en
comparaciéon con otros  polimeros biocompatibles hidrosolubles como la
poli(vinilpirrolidona).

Para trabajos futuros, se plantea la posibilidad de estudiar vehiculos termosensibles
basados en copolimeros anfifilicos como el copolimero PCL-PEG400 aqui reportado, ya que
debido a su potencial capacidad de autoensamblaje y/o entrecruzamiento fisico, podria
representar una alternativa para la formulacién de un gel para la administracién topica de
proteinas. En este sentido, seria importante analizar el efecto de la composiciéon y
concentracion del copolimero en las propiedades reoldgicas del gel resultante y su cinética
de liberacion.
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